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Die häufigste maligne Neuerkrankung der Frau ist das Mammakarzinom, welches in 
Europa ca. 27,8% der weiblichen Krebserkrankungen bildet. Laut Robert-Koch-Institut 
erkranken jährlich 57.000 Frauen an Brustkrebs, 18.000 versterben infolge einer solchen 
Erkrankung in Deutschland [weblink 1]. Lange Zeit zeigte sich ein paralleler Anstieg 
zwischen Inzidenz und Mortalität, in den letzten Jahren fand sich jedoch eine rückläufige 
Mortalität in den meisten Industrieländern [Botha 2003, weblink 1]. Dieser Rückgang ist 
nicht alleine auf intensivere Screenings und Früherkennung zurückzuführen, sondern 
erklärt sich auch aus zunehmend besseren Therapieoptionen, wodurch beim 
Mammakarzinom im Vergleich zu anderen Tumoren deutlich höhere 
Fünfjahresüberlebensraten (heute ca. 81%, zu Beginn der 1960er Jahre noch 69%) 
auftreten [American Cancer Society (2005), weblink 1]. Um unter den vielen möglichen 
Therapieregiregimen die beste Wahl zu treffen, wurden und werden zahllose 
vermeintliche prädiktive und prognostische Faktoren vorgeschlagen und geprüft [Decker 
2009].  Als internationaler Konsens wurden zuletzt 2017 in St. Gallen folgende Faktoren 
zur Therapieentscheidung festgelegt: Tumorgröße, Grad, Alter der Patientin, Nodalstatus, 
Hormonrezeptorstatus und ErbB2-Überexpressions- oder Amplifikationsstatus 
[Curigliano 2017]. ErbB2 gehört zu der Familie der Wachstumshormonrezeptoren 
(ErbB1-4), welche bei Bindung entsprechender Liganden oder auch konsekutiv durch 
Überexpression aktiviert werden und Hetero- bzw. Homodimere bilden. Dadurch werden 
je nach Kombination unterschiedliche intrazelluläre Signalketten aktiviert, die Einfluss 
v.a. auf Wachstum, Migration, Apoptose und Angiogenese nehmen [Spangenberg 2006]. 
Der wichtigste Dimerbilder und einziger Rezeptor ohne eigene nachgewiesene Liganden 
ist dabei ErbB2, welcher bereits in aktivierter Form in der Zellmembran vorliegt [Harari, 
2000]. Neuere Studien lassen eine Implikation von ErbB1/2-Heterodimeren bei der 
frühen Invasion, von ErbB2/3-Dimeren hingegen bei der Tumorprogression durch 
erhöhte Mitoseraten vermuten [Lee-Hoeflich 2008, Stemke-Hale 2008]. Unter den 
Mammakarzinomen findet sich eine relativ hohe Rate ErbB2-positiver Tumore, die eine 
entsprechende Rezeptorüberexpression bzw. eine Genamplifizierung aufweisen. Diese 
Veränderungen finden sich in ca. 30% aller Mammakarzinome und sind verbunden mit 
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besonders aggressiven Krankheitsverläufen und einer deutlich schlechteren Prognose 
[Hynes 2005, Kurshumliu 2014]. Bei sog. High-grade-DCIS1 finden sich sogar 
Genamplifizierungen des ErbB2-Gens in 60% aller Tumore [Latta 2002]. ErbB2-
Amplifizierung ist verbunden mit erhöhtem metastatischen Potential [Meric 2002]. Eine 
entsprechende Antikörpertherapie mit Trastuzumab (Herceptin®), die sich gegen den 
ErbB2-Rezeptor richtet, ist demzufolge seit 1998 für das metastasierte Mammakarzinom 
und seit 2006 auch für das nicht metastasierte Mammakarzinom als adjuvante 
Chemotherapie zugelassen [Rüschoff 2009]. Die Anwendung entsprechender adjuvanter 
systemischer Chemotherapien reduziert das Rezidivrisiko zwar um 30-50% [Cabioglu 
2009], insbesondere bei fortgeschrittenen Tumoren (im metastatischen Stadium) ist eine 
komplette Heilung jedoch selten (<20%) [Robain 2000]. Zusätzlich weiß man, dass bei 
ErbB2-überexprimierenden Tumoren Mikrometastasen bereits im frühesten Stadiums des 
Mammakarzinoms auftreten können und als sog. dormant cells z.B. im Knochenmark 
Jahre überdauern können ohne in dieser Zeit für Chemotherapien oder Bestrahlung 
angreifbar zu sein [Spangenberg 2006, Hüsemann 2008, Engel 2003, Klein 2003]. Trotz 
hochpreisiger Therapie (30.000 – 50.000 €/Jahr [Neyt 2006]) ist also ein Erfolg 
keineswegs sicher und ein Ansprechen auf die Therapie unvorhersagbar, auch mit 
Kombinationstherapie sind 35-50% der Patienten Non-Responder [Rüschoff 2009]. 
Demzufolge ist es wichtig, mehr über die Mechanismen zu erfahren, die ErbB2-vermittelt 
zur Entstehung solch aggressiver Verlaufsformen führen. 
  
Anders als die in vivo gezeigte hypermitogene Wirkung einer ErbB2-Überexpression 
vermuten ließe, zeigt sich in entsprechenden Zelllinien in vitro jedoch keine 
unkontrollierte Vermehrung, sondern vielmehr ein Wachstumsstop und ein Übergang der 
kultivierten Zellen in ein Seneszenzprogramm [Spangenberg 2006]. Diese vermeintliche 
Diskrepanz weckt das Interesse an einer genaueren Untersuchung solcher Zelllinien, im 
vorliegenden Fall von modifizierten MCF-7-Zellen, einer humanen Brustkrebszelllinie.    
 
 
                                                 
1 DCIS = duktales Carcinoma in situ 
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Unabhängig davon ist bekannt, dass eine Überexpression oder Aktivierung von ErbB2 zu 
einem Verlust der normalen Zellpolarität und von Zell-Zell-Verbindungen in epithelialen 
Zellen führt [Feigin 2009]. Verschiedene Signalkaskaden führen zur Reorganisation des 
Zytoskelettes und der für Migration und Invasion nötigen Gentranskription [Feldner 
2002, Jaiswal 2014]. Vermittels Aktinkontrolle können ErbB-Rezeptoren Veränderungen 
der Zellform initiieren, entweder durch direkte Aktinbindung oder durch Modulation der 
Aktin-regulierenden Proteine [den Harthigh 1992]. Insgesamt hat eine Veränderung der 
ErbB-Rezeptoren also eine deutliche Veränderung des Zytoskelettes und damit der 
viskoelastischen Eigenschaften der einzelnen Zellen zur Folge.  
 
Passend dazu wurde in den letzten Jahren eine neue Methode in der Biophysik 
entwickelt: der Optical Stretcher erlaubt es, die viskoelastischen Eigenschaften einzelner 
Zellen mit einem hohen Zelldurchsatz pro Zeit zu messen [Guck 2001]. Anders als bei 
herkömmlichen Verfahren werden hierbei lebende, unfixierte Zellen in einer Suspension 
verwendet, die durch die Messung nicht in Mitleidenschaft gezogen werden. Zwei 
identische, leicht divergente Laserstrahlen treffen auf die einzelne Zelle und fixieren 
diese durch Impulsübertragung im Zentrum der Optik. Eine Erhöhung der Laserleistung 
führt zu einer messbaren Verformung der Zelle, aus der sich die elastischen 
Eigenschaften der Zelle berechnen lassen. Dabei fällt auf, dass maligne Zellen deutlich 
weicher sind als benigne [Guck 2005] und dass dieser Effekt bei zunehmender Entartung 
verstärkt wird. Mit anderen Worten, metastatische Zellen sind noch einmal weicher als 
maligne, jedoch nicht metastatische Zellen [Guck 2005, Remmerbach 2009]. Da gerade 
Elastizität und Motilität und damit die Fähigkeit, sich aus dem Zellverband des 
Primärtumors zu lösen, für die Entstehung von Metastasen eine wichtige Rolle spielen, 
sind die per Optical Stretcher messbaren Veränderungen für das Verständnis der 
Tumorgenese bestens geeignet. 
 
Die hier verwendeten MCF-7/neuT-Zellen entstammen einer humanen 
Brustkrebszelllinie und sind dank gentechnischer Veränderung (Vektorübertragung) in 
der Lage, nach Aktivierung mittels Doxicyclinzugabe ins Kulturmedium ErbB2-
Rezeptoren zu überexprimieren. Dadurch ergibt sich zudem die Möglichkeit, die 
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Veränderungen im biomechanischen Verhalten dieser ErbB2-überexprimierenden Zellen 
im Vergleich zu unveränderten Kontrollzellen zu untersuchen, und zwar in Abhängigkeit 
von der Zeit nach Aktivierung der Überexpression. Gerade diese Zeitabhängigkeit ist 
bisher kaum untersucht und soll in dieser Arbeit näher beleuchtet werden. 
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3 Biologische Grundlagen 
3.1 Der ErbB2-Rezeptor  
3.1.1 Rezeptoren der epithelialen Wachstumsfaktoren 
 
Wachstumsfaktoren sind während Embryogenese, Wundheilung, Gewebeumbau (z.B. 
Auf- und Umbau der Brustdrüse), aber auch beim unkontrollierten Zellwachstum von 
entscheidender Bedeutung [Emde 2012]. Ein Beispiel für solche Botenstoffe zum 
Zellaufbau sind die epidermalen Wachstumsfaktoren. Dabei bilden die Rezeptoren dieser 
epidermalen Wachstumsfaktoren zum größten Teil die Subklasse I der Rezeptor-
tyrosinkinasen und unterteilen sich in vier Untergruppen: ErbB1=EGFR, ErbB2, ErbB3 
und ErbB4 [Hynes 2005]. Sie vermitteln die Zell-Zell-Interaktionen und steuern über 
nachgeschaltete Signalwege proliferative Zellmechanismen und Differenzierungssignale 
[Yarden 2001, Spangenberg 2006]. Die ErbB-Rezeptoren werden vor allem in 
mesodermalen und ektodermalen Zellen exprimiert, zum Beispiel auch in hämoto-
poetischen Zellen [Yarden 2001]. Diese Rezeptoren bestehen aus einer extrazellulären 
Ligandenbindungsregion, einem membrandurchspannenden Anteil und einer 
intrazellulären, Tyrosinkinase-enthaltenden Region [Hynes 2005], siehe Abbildung 1. 
 
Abbildung 1 – ErbB-Rezeptorfamilie. Die Familie Der Rezeptoren der epidermalen Wachstumsfaktoren 
besteht aus vier Subgruppen, wobei die intrazelluläre Tyrosinkinase bei ErbB3 defekt ist und ErbB2 keine 
eigenen Liganden besitzt. 
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Ligand EGFR ErbB2 ErbB3 ErbB4 
EGF +    
TGF-α +    
Amphiregulin +    
HB-GF +    
Betacellulin +   + 
Epigen +   + 
Epiregulin +   + 
Neuroregulin 1   + + 
Neuroregulin 2   + + 
Neuroregulin 3    + 
Neuroregulin 4    + 
Neuroglucan C    + 
Tomoregulin   +  
Tabelle 1 – Liganden der ErbB-Rezeptoren. Gezeigt wird die spezifische Bindung der einzelenen 
Liganden an die Rezeptoren der ErbB-Familie. Für ErbB2 existieren keine löslichen Liganden. [nach 
Wieduwilt 2008] 
 
Zur Aktivierung der nachfolgenden Signalwege ist jeweils eine ligandeninduzierte 
Bildung von Rezeptordimeren notwendig, wobei ErbB2 als einzige Subgruppe keine 
löslichen Liganden besitzt (siehe Tabelle 1), jedoch als bevorzugter Partner bei der 
Bildung von Heterodimeren dient [Hynes 2005]. Dieser Zustand erklärt sich durch den 
Bau der extrazellulären Rezeptorregion. 
Der extrazelluläre Anteil der Rezeptoren besteht aus vier verschiedenen Domänen (siehe 
Abbildung 2), wobei die Domänen I und III der Peptidbindung mit dem Liganden dienen. 
Die Domäne II bildet einen Dimerisationsarm für die Rezeptor-Rezeptor-
Wechselwirkung. Ohne die Anwesenheit eines Liganden ist diese Region allerdings 
durch eine Verbindungsstruktur zwischen Domäne II und IV blockiert [Hynes 2005]. Bei 
ErbB2-Rezeptoren hingegen fehlt diese Verbindungsstruktur, so dass der 
Dimerisationsarm hier permanent exponiert ist [Hynes 2005], wodurch sich auch die 
Tatsache erklärt, dass ErbB2 der bevorzugte Dimerisationspartner ist. 
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Abbildung 2 – ErbB-Rezeptorhomodimere und -heterodimere. Der extrazelluläre Anteil der 
Rezeptoren besteht aus vier Domänen, wobei die Domäne II und IV im inaktiven Zustand konjugiert sind. 
Nach Bindung eines Liganden an die Domänen I und III löst sich die Verbindung zwischen II und IV und 
der Dimerisationsarm (Domäne II) wird exponiert. Dadurch kommt es zur Hetero- oder Homodimerisation 
mit anderen ErbB-Rezeptoren, wodurch die intrazelluläre Rezeptortyrosinkinase aktiviert wird. Eine 
Besonderheit des ErbB2-Rezeptors ist die Tatsache, dass er keinen eigenen Liganden besitzt, wodurch sein 
Dimerisationsarm permaent exponiert ist und er damit zum bevorzugten Dimerisationspartner wird. 
 
Die Bildung der Rezeptordimere führt zu einer Autophosphorylierung der Tyrosinreste, 
wodurch sich Andockstellen für verschiedene Adapterproteine ergeben. Damit werden 
multiple Signalkaskaden in Gang gesetzt, die letzten Endes Einfluss auf Apoptose, 
Migration, Wachstum, Adhäsion und Differenzierung der jeweiligen Zellen nehmen 
[Yarden 2001]. Dabei versetzt die simultane Aktivierung verschiedener Signalwege den 
Zellkern in bestimmte transkriptionelle Programme.  
Das Ergebnis der Signalwege ist dabei abhängig vom zellulären Kontext sowie von der 
Art des Liganden und der Dimer-Bildung. Homodimere wirken dabei weniger mitogen 
und transformierend als die korrespondierenden Heterodimere, wobei sich die ErbB2-
haltigen Heterodimere als potenteste Komplexe erweisen. Der ErbB2/3-komplex wirkt 
sich nicht nur am stärksten mitogen und transformierend aus, er führt auch zu einer 
gesteigerten Zellmotilität [Yarden 2001]. 
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Auch während der Entwicklung epithelilarer Komponenten von Haut, Lunge, Pankreas, 
Gastrointestinaltrakt und kardialen Trabekeln spielen die ErbB-Rezeptoren eine 
entscheidende Rolle, wodurch sich die anti-ErbB-Therapie-bedingten Nebenwirkungen 
wie Diarrhoe, Hautreaktionen, interstitielle Lungenerkrankungen, Kardiomyopathie, 
kongestivem Herzversagen und verminderter linksventrikulärer Funktion erklären lassen 
[Hynes 2005]. 
 
3.1.2 ErbB2-Überexpression im Rahmen der Kanzerogenese 
 
In vielen Tumorarten findet sich eine Genamplifizierung, die zu einer Überexpression 
bestimmter ErbB-Rezeptoren führt. Zudem werden häufig EGF-verwandte 
Wachstumsfaktoren vom Tumor selbst oder dem umgebenden Gewebe gebildet, so dass  
auch auf diesem Wege eine erhöhte Aktivierung der entsprechenden Rezeptoren in 
Tumoren stattfindet [Hynes 2005]. 
Speziell die Überexpression der ErbB2-Rezeptoren führt zu der spontanen Bildung von 
Homodimeren und der entsprechenden Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege, 
wodurch Proliferation, Tumorzellüberleben, Angiogenese, invasives Wachstum, 
Metastasierung und Therapieresistenz vermittelt werden [Spangenberg 2006]. Schließlich 
sind auch mutationsbedingte Veränderungen der Rezeptoren bekannt, die zu einer 
konstitutiven Aktivierung der Rezeptoren führen [Yarden 2001]. Eine Überexpression der 
ErbB2-Rezeptoren findet sich in 30% aller Mammakarzinome [Slamon 1989], aber auch 
Tumore anderer Gewebe können eine entsprechende Veränderung aufweisen (siehe 
Tabelle 2).  Das Wissen um den Rezeptorstatus der entsprechenden Tumore ist von 
entscheidender Bedeutung für Therapiewahl und Prognose [Yarden 2001], wobei eine 
Überexpression speziell des ErbB2-Rezeptors mit einer deutlich schlechten Prognose 
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Rezeptor Organsystem Referenz 
ErbB1 Hirntumore (40% aller Gliome) [Wikstrand 1998] 
 Lunge, Ovar, Brust [Moscatello 1995] 
ErbB2 Mammakarzinome [Slamon 1989, Menard 2001] 
 Adenocarzinom des Ovars [Slamon 1989, Tanner 1996, 
Berchuck 1990] 
 NSCLC2 [Weiner 1990] 
 Blasenkrebs [Sauter 1993] 
 Tumore des Gastrointestinaltraktes [Ross 2001] 
 Orale Plattenepithelkarzinome3 [Xia 1999] 
ErbB4 Kindliche Medulloblastome4 [Gilbertson 1997] 
Tabelle 2 – Überexpression der ErbB-Rezeptoren bei Tumoren in verschiedenen Organsystemen. 
Veränderungen an den Rezeptoren der epidermalen Wachstumsfaktoren treten in diversen Tumorentitäten 
auf. Zum Teil finden sich nicht nur Genamplifizierungen sondern auch mutationsbedingte Veränderungen, 
die zu konstitutiv aktiven Rezeptoren führen. 
 
Diese bekannten Effekte und das Vorhandensein eines gegen den ErbB2-Rezeptor 
gerichteten monoklonalen Antikörpers als Therapieoption führen dazu, dass neben Größe 
und Östrogenrezeptorbesatz auch der Status der ErbB2-Rezeptoren zur Einteilung und 
Therapieentscheidung bei Brustkrebs herangezogen wird [Curigliano 2017]. Gerade in 
den letzten Jahren wird die Bedeutung des ErbB2-Rezeptors bei der Tumorentstehung 









                                                 
2 Nicht kleinzelliges Lungenkarzinom 
3 Ko-Expression ErbB2 und ErbB1 bzw. ErbB3 
4 prognostischer Wert v.a. bei Ko-Expression mit ErbB2 








bis zu 66 % [Farzand 2014] 
pulmonales Adenokarzinom  14,3 % [Kim 2017] 
Prostatakarzinom 23 % (in 
Knochenmetastasen 90 %) 
[Carles 2004] 
Urogenitale Tumore 41,2 % [Zhao 2015] 
Osteosarkom 42,2 % [Zhang 2016] 
 
Pankreaskarzinom bis zu 45 % [Harder 2012] 
Magenkarzinom 6-34 % [Begnami 2011, Fanotto 
2016, Gravalos 2008] 
colorectale Tumore 0-15  %, in Einzelstudien bis 
60 % 
[Fanotto 2016] 
Tumore des Gallesystems 4,8 % (intrahepatisches 
CCC); 19,9 % 
(extrahepatisch) 
[Gadly 2017] 
Ovarialkarzinom 29 % [Lanitis 2012] 
Tabelle 3 – Beispiele ErbB2 überexprimierender Tumore. Die Auswahl zeigt den zunehmenden 
Nachweis ErbB2-Rezeptorüberexpressionen in verschiedenen Tumorentitäten, wodurch die Bedeutung 
dieses Rezeptors während der Tumorentstehung erkennbar wird. 
 
Zumindest im Bereich der Brust ist die onkogene ErbB2-Aktivierung ein sehr frühes 
Ereignis und findet sich bereits in präinvasiven Veränderungen [DiGiovanna 2002, 
Menard 2004, Hüsemann 2008].  
Bei der Untersuchung von doxicyclinabhängig induzierter Überexpression der ErbB2-
Rezeptoren in Brustkrebszelllinien zeigt sich eine deutlich vermehrte Exprimierung von 
5 -Integrin sowie zum Teil auch eine Hochregulierung der 1 -Integrin-Proteine 
[Spangenberg 2006]. Dadurch kommt es zu einer erheblich gesteigerten Bildung von 
15 -Heterodimeren, die den hauptsächlichen zellulären Rezeptor für das Fibronektin 
der extrazellulären Matrix darstellen. Neben dem bekannten tumorgenen Effekt des 
15 -Integrins [Adachi 2000] vermittelt die Adhäsion an Fibronektin vor allem unter 
schlechten Umweltbedingungen (Hypoxie, Nährstoffknappheit) ein deutlich verbessertes 
Überleben bestimmter Zelllinien [Spangenberg 2006]. In in vitro Modellen von 
Knochenmetastasen erwies sich 15 -Integrin ebenfalls als Schlüsselmediator für das 
Überleben von Brustkrebszelllinien in einem nonproliveratifen Ruhestadium [Korah 
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2004]. Auch bei Patienten spielt die ErbB2-Überexpression für das Überleben von 
ruhenden Brustkrebszellen im Knochenmark eine entscheidende Rolle [Pantel 2004, 
Wieder 2005], wodurch sich zum Teil auch deutlich später noch Knochenmetastasen 
entwickeln können. 
 
Anders als ursprünglich angenommen führt eine Überexpression der ErbB2-Rezeptoren 
jedoch nicht zu einer gesteigerten Proliferation und erhöhten Mitoserate, sondern es zeigt 
sich zunächst ein P21-vermittelter antiproliferativer Effekt der gesteigerten ErbB2-
Expression [Trost 2005]. Die Steigerung des im Zellkern lokalisierten cyclinabhängigen 
Kinaseinhibitors P21 startet ein Seneszenz-Programm, das zu Zellzyklusarrest und 
gesteigertem Zellvolumen führt [Trost 2005] (siehe Abbildung 3).  
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Abbildung 3 – ErbB2 induzierte morphologische Veränderungen von MCF-7-Zellen. Gezeigt werden 
die Zellkulturen der MCF-7-Zellen nach Doxicyclinzugabe, links im Lichtmikroskop, rechts die 
dazugehörigen Fluoreszenzbilder, bei denen das vektorvermittelte EGFP erkennbar ist. Ein, und etwas 
deutlicher zwei Tage nach Beginn der ErbB2-Überexpression zeigen sich lediglich etwas größere 
Zellprotrusionen. Typische Veränderungen im Sinne einer onkogenen stressinduzierten Seneszenz wie 
vergrößerte, abgeflachte Zellen mit vermehrter Vakuolenbildung werden v.a. bei längerer Kulturdauer 
offensichtlich [aus Martin 2012]. 
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Dieser Effekt scheint auch bei der Reaktion der Tumorzellen auf Chemotherapeutika eine 
Rolle zu spielen, denn bei mehr als 40 % aller untersuchten Patienten findet sich eine 
chemotherapieinduzierte Seneszenz der Tumorzellen anstelle des erwünschten 
Tumorzelltodes [te Poele 2002]. Inwiefern es sich bei der beschriebenen Seneszenz also 
um einen anti- oder pro-tumerösen Effekt handelt, ist noch unklar. Ein genaueres 
Verständnis dieser früh einsetzenden, ErbB2-gesteuerten Veränderungen im Zuge der 
Tumorgenese ist deshalb unerlässlich, um Phänomene wie (zeitige) Mikrometastasierung 
und Chemotherapieresistenz zu verstehen und möglicherweise therapeutisch nutzen zu 
können. 
Bereits entwickelte, spezifisch anti-ErbB2-wirksame Therapeutika zeigen oft einen 
geringeren klinischen Nutzen als präklinisch erhofft [Hynes 2005], möglicherweise ist 
auch diese Beobachtung Folge des induzierten Seneszenz-Programmes. 
 
3.1.3 Zeitliche Veränderungen nach induzierter ErbB2-Rezeptor-
Überexpression 
 
Nur wenige Studien befassten sich bisher mit einer genauen zeitlichen Aufschlüsselung 
der ErbB2-induzierten Veränderungen. Trost et al. betrachtete die Veränderungen nach 
Anschalten des neuT-Genes und fanden eine starke Induktion des neuT-Proteins 8 bis 10 
Stunden nach Zugabe des Doxicyclin. Nach 48 Stunden zeigte sich eine ausgeprägte 
Reduktion der Anzahl der Zellen, die sich in der S-Phase des Zellzyklus befanden auf ca. 
37-52%. Nach insgesamt acht Tagen wiesen nur noch etwa 5% der Zellen eine aktive 
DNA-Synthese auf, es kam zu einer Akkumulation der Zellen in der G2-Phase [Trost 
2005]. Eine Zeitabhängigkeit zeigte sich auch bei der Bildung von 5 -Integrin nach 
ErbB2-Induktion, das nach 24 Stunden deutlich anstieg [Spangenberg 2006], was zu 
einer verbesserten Adhäsion an das extrazelluläre Fibronektin führt. Eine differenzierte 
Betrachtung vor allem der initialen Phase nach ErbB2-Induktion – möglicherweise noch 
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3.2 Das Zytoskelett 
 
Um die Zellform aufrecht zu erhalten und vielfältige Funktionen bei Zellteilung und 
Kontakt mit Nachbarzellen gewährleisten zu können, dient den Zellen ihr ausgeklügeltes 
Zytoskelett, welches hauptsächlich aus drei verschiedenen Komponenten besteht: 
Mikrotubuli, Mikrofilamente und Intermediärfilamente (siehe Abbildung 4). 
 
Abbildung 4 – Bestandteile des Zytoskelettes. Gezeigt sind Endothelzellen, der Zellkern ist mittels DAPI 
blau gefärbt. Das Zytoskelett besteht aus Aktin-Mikrofilamenten (Durchmesser 7-9 nm, rot fluoreszierend 
und v.a. unter der Zellmembran lokalisiert), aus Tubulin-Monomeren aufgebauten Mikrotubuli 
(Durchmesser 24 nm, mittels Antikörper grün gefärbt) und Intermediärfilamenten, die zellspezifisch aus 
verschiedenen Proteinen bestehen können (hier nicht gefärbt). [weblink 2]   
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Abbildung 5 – Mikrotubuli sind aus Tubulinmonomeren aufgebaut, die als Röhre angeordnet das 
entsprechende Polymer mit bis zu Hunderten von µm Länge ergeben.  
 
Die in Abbildung 5 gezeigten Mikrotubuli sind Polymere aus Tubulin-Monomeren und 
spielen eine wichtige Rolle bei der Zellbewegung, intrazellulärem Transport und während 
der Kernteilung. Bei einem Durchmesser von 24 nm und einer Länge von bis zu 
Hunderten von µm sind sie mit Abstand die größten Strukturen des Zytoskelettes und 
aufgrund ihrer röhrenförmigen Struktur sehr viel steifer als Intermediär- oder 
Mikrofilamente [Lodish 1999]. Ein Maß für diese Steifigkeit ist die Persistenzlänge, 
welche die Länge darstellt, über die das entsprechende Filament eine gestreckte Form 
einnimmt. Bei synthetischen Polymeren beträgt diese Persistenzlänge nur einige 
Nanometer [Frey 2001], für Mikrotubuli liegt der Wert bei 5,2 mm [Gittes 1993]. 
 
Abbildung 6 – Mikrofilamente sind aus Aktin-Monomeren zu zwei Strängen zusammengesetzte 
Polymere, die sich rechtsdrehend in Form einer Doppelhelix umeinander winden [Bucher, 1989]. Sie bilden 
einen stabilisierenden Aktin-Kortex direkt unterhalb der Zellmembran.  
 
Ein bis zwei Prozent des Gesamtzellproteingewichtes eukaryotischer Zellen bildet das 
Aktin (Abbildung 6), aus dem die 7-9 nm durchmessenden Mikrofilamente bestehen. In 
Muskelzellen entstehen aus Aktin zusammen mit Myosin kontraktile Einheiten, durch die 
energieabhängige Bewegung der beiden Filamenttypen relativ zueinander kommt es zur 
Muskelkontraktion. Zudem findet sich aber in allen Zellen eine Verdichtung des F-Aktin 
direkt unterhalb der Zellmembran. Dadurch wird eine Art Kortex mit einer 
Maschengröße von 50 bis 300 nm gebildet [Guck 2000, Ananthakrishnan 2003], der der 
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Zelle mechanische Stärke verleiht. Aktin ist gekennzeichnet durch eine erstaunlich hohe 
Genkonservierung, die etwa denen von Histonen entspricht, den „Wickelkernen“, um die 
die DNA in ihrer kondensierten Form gewunden wird. So existieren beim Menschen nur 
sechs verschiedenen Gene für das Aktin-Protein, die sich untereinander in höchstens fünf 
Positionen unterscheiden – eine Präzision, die auf die Lebenswichtigkeit dieser 
Strukturen hinweist. [Lodish 1999] Die Persistenzlänge Pl der Mikrofilamente beträgt im 
Gegensatz zu der von Mikrotubuli nur 17,7 µm [Gittes 1993], die Mikrofilamente sind 
also per se flexibler als die steifen Mikrotubuli. 
 
 
Abbildung 7 – Intermediärfilamente bestehen zellspezifisch aus verschiedenen Proteinen. Im epithelialen 
Gewebe finden sich zum Beispiel Keratinfilamentbündel zu Sicherung der Hautstabilität.  
 
Abbildung 7 zeigt schließlich die Intermediärfilamente (10 nm Durchmesser), die mit 
einer Persistenzlänge von 0,1 bis 1 µm [Ananthakrishnan 2003] ein Netzwerk durch die 
gesamte Zelle aufspannen. Es dient der Stabilisierung der Zelle, vor allem der 
mechanischen Unterstützung der Zellmembran bei Kontakt mit anderen Zellen oder mit 
der Extrazellularmatrix5. Sie übernehmen als einziger Bestandteil des Zytoskelettes 
vermutlich keine Funktion bei der Zellbewegung und sind auch nicht so hochkonserviert 
wie die Aktinfilamente, zeichnen sich dafür aber durch eine hohe Stabilität gegenüber 
Umwelteinflüssen aus. Während Aktinfilamente hauptsächlich das Verhalten der Zelle 
bei kleinen Verformungen prägen, bewahren die Intermediärfilamente die Zellform bei 
sehr hohen Deformationen [Janmey 1991]. Es gibt ein breites Spektrum unterschiedlicher 
Intermediärfilament-Proteine, die zum Teil sehr gewebespezifisch sind. In 
Brustkrebszellen wird häufig zusätzlich zum Keratin als Intermediärfilament Vimentin 
koexprimiert und führt zu einer Dedifferenzierung der Zellen [Hendrix 1997]. 
 
 
                                                 
5 die die Zelle umgebende Substanz, z.B. Bindegewebsfasern 
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Überwacht werden all diese Filamente und die aus ihnen aufgebauten Netzwerke durch 
ein komplexes System von Regulatorproteinen, die die Expression, Polymerisation und 
Verbindung der einzelnen Filamente steuern [Joshi 1998]. Für die Vernetzung der 
Aktinfilamente untereinander sind zum Beispiel die crosslinker-Proteine α-Aktinin, 
Arp 2/3 oder Filamin wichtig, welche die einzelnen Filamente miteinander verbinden. 
Diese Verbindungen sind jedoch nicht dauerhaft, sondern bestehen immer nur für eine 
gewisse Zeitspanne [Wachsstock 1994].  
 
 
Martin, Mireille  Optische Verformbarkeit ErbB2-überexprimierender Brustkrebszellen 
 23
4 Physikalischer Hintergrund 
4.1 Viskoelastizität semiflexibler Polymere als zelluläre Strukturbasis 
 
Das Zytoskelett einer Zelle besteht aus Biopolymeren, welche sich wesentlich von 
synthetischen Polymeren wie zum Beispiel Polyethylen unterscheiden. Die synthetischen 
Polymere gelten als flexibel und besitzen eine ausgeprägte Beweglichkeit entlang ihres 
Kohlenstoff-Rückgrates. Dadurch nehmen sie zufällig verschiedene Konfigurationen im 
Raum ein. Repräsentiert wird dieses Verhalten durch eine geringe Persistenzlänge, die 
deutlich unter der Filamentlänge liegt. Im Gegensatz dazu ist bei den Filamenten des 
Zytoskelettes die Persistenzlänge meist größer als die Filamentlänge (siehe Tabelle 4), 
diese Filamente sind also über ihre gesamte Länge weitestgehend steif. Sie nehmen eine 
intermediäre Stellung zwischen den flexiblen synthetischen Polymeren und starren 
Röhren ein und werden als semiflexible Polymere bezeichnet. [Frey 2001] 
 Persistenzlänge Filamentlänge Referenz 
Mikrotubuli 5,2 mm >100 µm [Gittes 1993] 
Aktinfilamente 17,7 µm zellabhängig 
von 0,1 µm bis 
1 µm 
[Cano 1991, Hartwig 1986 
und 1992, Rodionov 1998, 
Stossel 2000] 
Intermediärfilamente 0,1 µm bis 1 µm zellabhängig [Ananthakrishnan 2003] 
Tabelle 4 – Vergleich zwischen Persistenz- und Filamentlänge. Aktinfilamente und Mikrotubuli sind 
über ihre gesamte Filamentlänge relativ getreckt, da bei ihnen die Persistenzlänge die Länge des 
eigentlichen Filamentes übersteigt. Intermediärfilamente sind die flexibelsten Biopolymere des 
Zytoskelettes 
 
Durch das Verständnis der zellulären Biopolymere als semiflexible Polymere wurde die 
Entwicklung neuer dementsprechender Modelle erforderlich. Eines dieser Modelle 
betrachtet ein einzelnes Filament als eine dehnbare Raumkurve, oder – etwas bildlicher – 
als eine „wurmartige Kette“. Diese bewegt sich ähnlich der Brownschen 
Teilchenbewegung durch das dreidimensionale Geflecht der übrigen Filamente, die sich 
ihrerseits ebenfalls bewegen [Frey 2001]. Daraus ergibt sich ein charakteristisches, 
zeitabhängiges, viskoelastisches Verhalten für Polymerlösungen [Morse 2001], das gut 
mit den  experimentell gewonnen Daten in Einklang zu bringen ist [Hinner 1998].  
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Betrachtet man zusätzlich die beschriebene Vernetzung zwischen den einzelnen 
Filamenten, so ergibt sich ein Modell für Polymergele [MacKintosh 1995], das durch in 
vitro-Messungen an Aktingelen bestätigt wurde [Gardel 2004]. 
4.2 Überblick der bisherigen Zellelastizitätsmessungen 
 
In der Vergangenheit wurden bereits verschiedene Zellen mit unterschiedlichsten 
Methoden auf ihre elastischen Eigenschaften hin untersucht. Einen Überblick über die 
bisherigen Ergebnisse in Abhängigkeit von der angewandten Technik und Zellart gibt 
Tabelle 5.  
Verfahren Zellart Referenz 
AFM Urothelzellen 
(benigne und maligne)  
[Lekka 1999] 
Endothelzellen [Mathur 2000, Szczygiel 2012] 
Makrophagen6  [Rotsch 1997] 
 Neuronen [Spedden 2012] 
 Vaskuläre Muskelzellen [Zhu 2012] 
 Kardiale Fibroblasten [Codan 2014] 
 Bronchiale Epithelzellen [Schillers 2010] 
Mikropipetten-
aspiration 
Chondrocyten [Jones 1999] 
Endothelzellen [Theret 1988] 
Leukocyten [Sung 1988] 
Magnetic Bead 
Microrheometry 
Fibroblasten [Bausch 1998] 
Makrophagen [Bausch 1999] 
Optical magnetic 
twisting 
Makrophagen [Patel 2012] 
Optical Stretcher Fibroblasten (benigne) [Remmerbach 2009, Müller 2004, 
Schinkinger 2002] Fibroblasten (maligne) 
Tabelle 5 – Beispiele früherer Elastizitätsmessungen an eukaryotischen Zellen. Zur Untersuchung 
viskoelastischer Zelleigenschaften stehen verschiedene Messmethoden, wie z.B. Atomic Force Microscopy 
zur Verfügung. Viele der herkömmlichen Verfahren arbeiten jedoch nicht kontaktfrei, so dass die 
Messungen selbst oft Änderungen am hochsensiblen Zytoskelett hervorrufen können. 
                                                 
6 aus der Rattenleber 
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4.3 Der Optical Stretcher 
4.3.1 Vergleich mit herkömmlichen Verfahren 
 
Bisherige Elastizitätsmessungen an Einzelzellen wie Mikropipettenaspiration [Hoch-
muth 2000], Magnetic Beads Untersuchungen [Bausch 1998, Fabry 2001] oder Optical 
Tweezers [Laurent 2002] waren oft nur in der Lage, Kräfte an relativ kleinen Arealen der 
Zelloberfläche angreifen zu lassen. Dadurch entstehen lokalisierte, schwer zu be-
rechnende Spannungsprofile an der Zellmembran bis hin zu möglichen Zerreißungen im 
Bereich des Zytoskelettes. Dadurch sind diese Verfahren zwar gut geeignet, um lokale 
Elastizitäten zu bestimmen, zur Messung von Eigenschaften des Gesamtzytoskelettes 
sind sie aber nur eingeschränkt nutzbar. Ein weiteres Problem herkömmlicher Methoden 
wie der Messung von elastischen Daten mittels Atomic Force Microscopy (AFM) 
[Rotsch 1999, Mahaffy 2000 und 2004] ist der notwendige Kontakt der Zelle zu einem 
unterliegenden Substrat. Das führt zur Ausbildung von Aktin-Stressfasern, die die 
elastischen Eigenschaften des Zytoskelettes wesentlich beeinflussen. 
Eine relativ neue Methode zu Messung elastischer Eigenschaften von Einzelzellen ist der 
Optical Stretcher, bei dem suspendierte Zellen zwischen zwei leicht divergenten 
Laserstrahlen gefangen werden [Guck 2001]. Ohne direkten Kontakt kann die Zelle durch 
Erhöhung der Laserleistung nun verformt werden. Aus der beobachteten Verformung 
können schließlich die elastischen Eigenschaften der Zellen berechnet werden. 
Dabei treten die Vorteile des Optical Stretchers klar hervor. Zum einen wirkt, wie in 
Abbildung 8 gezeigt, dank des nicht fokussierten Lasers an jedem vom Laser getroffenen 
Punkt der Zelloberfläche eine bestimmte Kraft, deren Größe aufgrund des Gaußprofiles 
der Intensität des Laserstrahles relativ problemlos ausgerechnet werden kann. So kann 
mit einer entsprechenden Divergenz der beiden gegenüberliegenden Laserstrahlen ein 
Spannungsprofil über der gesamten Oberfläche der gefangenen Zelle erzeugt werden, 
dessen genaues Aussehen in Kapitel 3.3.2 gezeigt werden wird [Guck 2000]. 
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Abbildung 8 – Darstellung des auf die Zelloberfläche wirkenden Spannungsprofils. Aufgrund des 
leicht divergenten Laserstrahls wirkt an nahezu jedem Punkt der Zelloberfläche eine Spannung (bunte 
Fläche). Das genaue Profil dieser Fläche wird in Kapitel 3.3.2 erklärt. Die beiden Laserstrahlen sollten 
gerade so divergent sein, dass sie die gesamte Zelloberfläche überstreichen, damit ein entsprechendes Profil 
auf der Zellmembran erreicht wird. Eine zu große Aufweitung führt allerdings zu einer Verringerung der 
Laserintensität an der Zellmembran und das resultierende Spannungsprofil wäre u.U. zu niedrig, um noch 
ausreichende Veränderungen beobachten zu können.   ist der Öffnungswinkel des Laserstrahls. 
 
Zum anderen können im Optical Stretcher die Zellen in Suspension gemessen werden, so 
dass man kein unterliegendes Substrat benötigt und es nicht zur Ausbildung der oben 
beschriebenen Stressfasern kommt. Dadurch kann man bei der theoretischen Betrachtung 
von mehr oder weniger isotropen Verhältnissen innerhalb der Zelle ausgehen. Auch das 
stellt natürlich noch eine Näherung dar, da zum Beispiel der Zellkern nie ganz 
symmetrisch in der Zelle liegen wird.  
Der Aufenthalt in Suspension stellt für die Zelle keine natürliche Umgebung dar und der 
fehlende Kontakt zu Nachbarzellen und Extrazellularmatrix würde über kurz oder lang 
das Einleiten der Apoptose7 bewirken. Für die Zeitdauer des Experimentes (ca. drei 
Stunden) bleiben die Zellen davon aber noch verschont und auch das Zytoskelett stellt 
sich noch unverändert dar. 
Stressfasern entstehen nicht nur an Bodenkontaktstellen der Zelle, sondern zum Beispiel 
auch an den Kontaktpunkten mit magnetischen Kugeln [Fabry 2001]. Der Optical 
Stretcher hingegen kommt ohne den direkten Zellkontakt aus, da der Impuls hier via 
Licht auf die Zellmembran übertragen wird. 
 
                                                 
7 programmierter Zelltod 
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4.3.2 Berechnung des Spannungsprofils 
 
Die Idee des Optical Stretchers geht wie bei anderen optischen Fallen davon aus, dass 
Licht einen Impuls besitzt, der sich beim Übertritt von einem Medium in ein zweites 
Medium mit anderem Brechungsindex ändert, z.B. beim Übergang vom umgebenden 
Medium in die Zelle. Dadurch kommt es zu einem Impulsübertrag auf die Zellmembran. 
Der Vorgang wiederholt sich beim Austreten des Lichtes aus der Zelle auf der 
gegenüberliegenden Seite. Berücksichtigt man zusätzlich die Reflexion an der Membran, 
so ergibt sich die folgende Rechnung [Guck 2000].  
 





          (1) 
wobei p  für den Impuls, E  für die Energie, c  für die Lichtgeschwindigkeit  und n  für 
den Brechungsindex stehen. 
 
 
Abbildung 9 – Impulsübertrag an zwei, ein anderes Medium einschließenden Membranen. Das von 
links in einem Medium mit dem Brechungsindex 0n  einfallende Licht hat einen Impuls 0p . An der ersten 
Membran wird der Anteil Rp0  reflektiert. Zwischen den beiden Membranen befindet sich Material eines 
anderen Brechungsindex 01 nn  . Dadurch wird 01 pp  weitergeleitet und aufgrund der Impulserhaltung 
auf die linke Membran 1Xp übertragen. Analog findet an der rechten Membran der Übergang vom optisch 
dichteren zurück in das optisch dünnere Medium statt. Dabei wird auf die rechte Membran  
2Xp übertragen. 
  
Zunächst trifft entsprechend Abbildung 9 ein Lichtstrahl von links mit dem 
ursprünglichen Impuls 0p  auf die linke Membran der Zelle. Dort wird zum einen der 
Anteil 00 pRp R   reflektiert (bei einem Reflexionsindex R ), zum anderen setzt sich 1p in 
der Zelle fort. Übrig bleibt der auf die Zellmembran übertragene Anteil 1Xp . 
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Nach der Impulserhaltung müssen die Impulse vor und nach der Wechselwirkung mit der 











Rpp 101 1       (2) 
Beim Austritt aus der Zelle trifft der Laserstrahl erneut auf eine Membran (rechts in der 




























Rpp X      (3) 
 
Wird die Zelle nun von links und rechts von einem Laserstrahl getroffen, so wirkt z.B. an 
der linken Membran 1Xp  mit 0p (Laserstrahl von links) sowie 2Xp mit 0p (Laserstrahl 
von rechts). Der Impulsübertrag pro Membran ergibt sich mit 
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Dabei ist λ die Wellenlänge des verwendeten Lichtes. 
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relative Brechungsindex sind. Jede der beiden Fasern emittiert ein Lichtbündel mit einer 
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Die entlang der x-Achse (entspricht der optischen Achse) auf die Membran wirkende 
Spannung (Peak Stress) 0  ist die Kraft, die auf eine Zelle entlang der optischen Achse 
wirkt, geteilt durch die Fläche des Kreisgebietes, das der Laserstrahl an dieser Stelle 







         (8) 
Das heißt, der Peak Stress wird größer mit höherem relativen Brechungsindex n  (also 
optisch dichteren Zellen), bei zunehmender Laserleistung P  und  engerem Laserstrahl 
(d.h. nicht zu sehr divergentem Strahl) bzw. geringerem Faser-Zell-Abstand. Bei höheren 
Wellenlängen  des verwendeten Laserlichtes würde der Peak Stress wieder nachlassen, 
ebenso bei kleineren Zellen, da bei geringerem Radius und gleichem Abstand zwischen 
linker und rechter Laserfaser der Faser-Zellmembran-Abstand x  wächst.  
 
Für alle außerhalb der x-Achse liegenden Strahlen muss zusätzlich noch das 
Brechungsgesetz nach Snell berücksichtigt werden. Das führt zu einer komplexen 
Berechnung, die von Revathi Ananthakrishnan und Jochen Guck in dem Mathematica-
Programm „stressprofilescurrent.nb“ implementiert wurde. Verwendet wird dabei ein 
Reflexionsgrad von 310~ R  [Jackson 1975]. Als Ergebnis erhält man ein Stressprofil, das 
die Spannung, die an jedem Membranpunkt einer als Kugel approximierten Zelle 
angreift, darstellt. Ein solches Profil könnte zum Beispiel die in der Abbildung 10 
angegebene Form haben. 
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Abbildung 10 – Beispiel für zwei Spannungsprofile wie sie von dem Mathematica-Programm 
„stressprofilescurrent.nb“ von Revathi Ananthakrishnan und Jochen Guck für eine als Kugel approximierte 
Zelle berechnet werden. Im unteren Beispiel handelt es sich um eine kleinere Zelle, dadurch ist der (nicht 
eingezeichnete) Faserabstand deutlich kleiner, so dass der  Peak Stress größer ist. Die durchgezogene Linie 
stellt das aus der Theorie abgeleitete Spannungsprofil dar, die gestrichelte Linie verdeutlicht die 
entsprechend angenäherte Kosinusfunktion  ncos)( 0   mit 12n  (oben) und 10n  (unten).  
 
Zur Vereinfachung der weiteren Berechnung wird jetzt anstelle des wahren Profiles 
(durchgezogene Linien in Abbildung 10) ein angenähertes Profil der Form 
 ncos)( 0   (gestrichelte Linien in Abbildung 10) verwendet.  
 
Die bisher beschriebenen theoretischen Betrachtungen gehen von einem so genannten 
offenen Setup aus, d.h. die Laserfasern liegen direkt in dem zellhaltigen Medium und 
zwischen Laseraustritt aus dem Faserende und Zelle befinden sich keinerlei Hindernisse. 
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In der Realität wurden die Messungen allerdings in einer Flusskammer durchgeführt 
(siehe Kapitel 6.2), wodurch das Laserlicht zunächst Gel und dann die Wand der 




Abbildung 11 – Flusskammerprinzip. Die beiden Laserfasern (blau) sind fest in einer Flusskammer im 
identischen Abstand zu einer Glaskapillare installiert. In der Kapillare befindet sich die Zellsuspension. 
Dadurch muss das Laserlicht zunächst durch Gel und dann durch die Wand der Glaskapillare, bevor es im 
Medium auf die Zelle trifft. 
 
Befindet sich ein Hindernis im Strahlengang zwischen Laserfaser und Zelle, so muss die 
Berechnung des Peak Stresses entsprechend modifiziert werden. Um das tatsächlich an 
der Zelle auftreffende Laserprofil zu berechnen, ist es notwendig, zusätzlich die 
optischen Eigenschaften der Flusskammer zu berücksichtigen. Die entsprechenden 
Veränderungen des Laserstrahles durch den Übergang zwischen und in den 
verschiedenen Substraten (Gel, Glas, Medium) können wie in Lincoln 2006 gezeigt 
mittels sog. ABCD-Matrix-Berechnung für Gaussverteilte Strahlprofile ermittelt werden. 
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Kenngröße Bedeutung Wert 
n1 Brechungsindex Gel 1,449 
z1 Wegstrecke im Gel variabel je nach 
Flusskammer 
n2 Brechungsindex Glas 1,474 
z2 Breite der Kapillarwand 40 
n3 Brechungsindex Medium 1,3205 
z3 halbe Breite des Kapillarinnendurchmessers 40 
ω0 Strahldurchmesser am Austritt des Lichtes aus 
der Laserfaser 
3,1 
λ Wellenlänge des verwendeten Laserlichtes 1,064 
Tabelle 6 – Bedeutung und Werte der verwendeten Parameter. Der Abstand der Laserfasern von der 
Glaskapillare (z1) variierte, da gelegentlich eine Neujustierung bzw. eine neue Flusskammer notwendig 
war. 
 
Unter der Angabe der jeweiligen Strecken und Brechungsindizes (siehe Tabelle 6) lässt 









n3         (9) 




λ          (10) 
ergibt sich daraus die tatsächliche Weite des Laserstrahles in Höhe der gefangenen Zelle 





        (11) 
 
Daraus lässt sich entsprechend (6) und (8) der an der jeweiligen Zelle wirkende Peak 
Stress berechnen, welcher später zur Normierung benötigt wird (siehe Kapitel 6.3.4). 




Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Effekt der ErbB2-Überexpression auf die 
biomechanischen Eigenschaften von MCF-7-Zellen zu untersuchen. Ein besonderes 
Augenmerk sollte dabei auf dem zeitlichen Verlauf der Veränderungen nach Anschalten 
der ErbB2-Überexpression liegen.  
 
Dazu wurden modifizierte MCF-7/neuT-Zellen verwendet, welche unter Doxicyclingabe 
ErbB2 überexprimieren. Zusätzlich wurden Vektorkontrollzellen ohne aktive ErbB2-
Überexpression als Kontrollgruppe benutzt. Mit und ohne Doxicyclin wurden zu Beginn, 
nach zwei und vier Tagen Kulturdauer die entsprechenden Zellen im Optical Stretcher 
untersucht, um ihre jeweilige Reaktion auf den auf sie ausgeübten Zug zu beobachten. 
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6 Material und Methoden 
6.1 Verwendete Zellen 
6.1.1 Zelllinien 
 
Um den Einfluss der ErbB2-Überexpression auf das Zytoskelett der Zelle zu untersuchen, 
wurden MCF-7-Zellen verwendet. Diese gut etablierte Zelllinie entstammt einem 
epithelialen Adenokarzinom der Mamma und findet breite Anwendung in der 
Krebsforschung. Die Zelllinie wurde aus dem Mastektomiepräparat einer 69jährigen 
Kaukasierin entwickelt und als erste stabile Brustkrebszelllinie 1973 vorgestellt [Soule 
1973]. Die endogene ErbB2-Expression der MCF-7-Zellen ist im Vergleich zu normalem 
Brustgewebe nicht erhöht [Janes 1994], so dass diese Zellen prädestiniert zur 
Untersuchung des Effektes der eingeschalteten ErbB2-Überexpression sind. Um eine 
induzierbare Überexpression der ErbB2-Rezeptoren in diesen Zellen zu ermöglichen, 
wurden sie mit einem entsprechenden Vektor (Abbildung 12) transfiziert. Die 
Transfektion fand an der Universität Mainz statt, die verwendeten Verfahren werden in 
[Trost 2005a] und [Trost 2005b] ausführlich beschrieben.  
 
 
Abbildung 12 – Verwendeter Vektor. Das übertragene Plasmid verwendet ein Tet-on-System: das 
Tetracyclin responsive Element (TRE) führt unter der Anwesenheit von Tetracyclin oder Doxicyclin zu 
einer Expression der angrenzenden Gene. Dabei wird in den MCF-7/neuT-Zellen das Expressionsplasmid 
pINSpBI-EGFP/NeuT verwendet, welches neben EGFP auch das neuT-Gen in die Zellen einbringt. In den 
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Das verwendete Plasmid enthält ein Tetracyclin responsives Element (TRE), welches bei 
Anwesenheit von Tetracyclin-Derivaten wie z.B. Doxicyclin eine Transkription der 
nachfolgenden Gene bewirkt. Dieser bidirektionale, Tetracyclin-abhängige Promoter 
steuert in die eine Richtung die Expression des Induktionsmarkers EGFP (enhanced 
green fluorescent protein). Dadurch lassen sich die erfolgreich induzierten Zellen später 
anhand der charakteristischen Fluoreszenz erkennen. In die andere Richtung steuert der 
Promoter im vorliegenden Fall die cDNA des Ratten-Protoonkogenes neuT, das einen 
durch eine Punktmutation konstitutiv aktivierten ErbB2-Rezeptor kodiert. Die so 
transfizierten Zellen MCF-7/neuT-48 zeigen eine Doxicyclin-abhängige, hohe Expression 
des aktiven ErbB2-Rezeptors [Trost 2005] und eignen sich damit sehr gut zur 
Untersuchung der ErbB2-induzierten Effekte während der Tumorgenese. 
Als Vektorkontrollzelllinie dienten MCF-7/EGFP-Zellen, bei denen das Plasmid im 




Kultiviert wurden die verwendeten Zellen fast ausschließlich im Institut für Toxikologie 
der Universität Leipzig in DMEM-Medium mit einem Zusatz von 10% FCS und 1% 
Penicillin/Streptomycin-Lösung bei 37°C und 5% CO2-Atmosphäre.  
Nach dem Passagieren der Zellen wurde Doxicyclin (aus Hydrochloridsalz von Sigma, 
München) in einer Konzentration von 1 µg/ml zum Medium hinzugefügt. Eine 
Kontrollzellgruppe wurde jeweils zeitgleich kultiviert, jedoch ohne Zugabe von 
Doxicyclin ins Medium. Eine Messung der Verformbarkeit der Zellen fand dann jeweils 
nach 24 und 48 Stunden sowie nach vier Tagen statt (siehe Tabelle 7). Dadurch ergeben 
sich zwölf verschiedene Zellpopulationen, die getrennt voneinander untersucht wurden. 
Durch das Mitführen von insgesamt drei Kontrolllinien wurden verschiedene ungewollte 
Einflüsse auf die Ergebnisse ausgeschlossen. Um einen Einfluss durch die Kulturdauer zu 
erkennen, wurden MCF-7/neuT Zellen ohne Doxicyclin-Zugabe bei ansonsten gleichen 
Kulturbedingungen untersucht. Ein möglicher Effekt der Vektortransfektion bzw. der 
Doxicyclinzugabe wurde mittels Vektorkontrollzellen (mit bzw. ohne Doxicyclin) 
kontrolliert. 
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Kulturdauer Vektorkontrollzellen MCF-7/neuT 
1 Tag mit Dox ohne Dox mit Dox ohne Dox 
2 Tage mit Dox ohne Dox mit Dox ohne Dox 
4 Tage mit Dox ohne Dox mit Dox ohne Dox 
ErbB2-
Überexpression 








Tabelle 7 – Übersicht Einzelexperimente. Insgesamt wurden zwölf verschiedene Experimente 
(Farbkodierung) durchgeführt. Eine Überexression des ErbB2-Rezeptors ist jedoch nur bei den MCF-




Nach entsprechender Kulturdauer wurden die Zellen freundlicherweise im Zentrum für 
Toxikologie trypsiniert, um die für den Optical Stretcher benötigten 
Einzelzellsuspensionen zu erhalten. Die Einwirkdauer des Trypsins ist dabei von 
entscheidender Bedeutung, denn zu lange Behandlung mit dem eiweißauflösenden 
Trypsin führt zu einer (irreversiblen) Zellschädigung. Ist die Trypsinierungsdauer jedoch 
zu kurz, so bleiben nicht getrennte Zellverbände übrig, was eine Messung der Probe 
deutlich erschwert. 
Die entstandenen Einzelzellen wurden in Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension 
wurde auf Eis im Thermo-Behälter innerhalb von ungefähr 20 Minuten in die Physik-
Fakultät der Universität Leipzig transportiert, wo die entsprechenden 
Elastizitätsmessungen direkt durchgeführt werden konnten. 
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6.2 Elastizitätsmessungen am Optical Stretcher 
 
Der experimentelle Aufbau der Zellelastizitätsmessungen am Optical Stretcher besteht 
grundsätzlich aus einem Laser, Mikroskop, Flusskammer, Kamera und ansteuerndem 
Computer (siehe Abbildung 13 und Abbildung 14).  
 
 
Abbildung 13 – Grundsätzlicher experimenteller Aufbau. Der experimentelle Aufbau besteht aus einem 
Laser (1) und einem Phasenkontrastmikroskop (2) mit darauf installierter Flusskammer (3). Der 
ansteuernde Computer (4) dient gleichzeitig auch zur Speicherung der entstehenden Bilder, die mittels 
digitaler Kamera (5) aufgezeichnet werden. 
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Abbildung 14 – Schematischer Versuchsaufbau. Das ausgesendete Laserlicht wird in zwei gleiche 
Anteile aufgeteilt und mittels optischer Fasern zur auf dem Mikroskop installierten Flusskammer geleitet. 
Die entstehenden Bilder werden durch eine CCD-Kamera aufgezeichnet und auf dem steuernden Computer 
gespeichert. 
 
Bei dem benutzten Laser handelt es sich um ein Ytterbium fiber laser (YLD 10-1064, 
IPG Phonetics) mit einer charakteristischen Wellenlänge von 1064 nm und einer 
maximalen Leistung von 10 W. Das ausgesendete Laserlicht wird mittels eines one-by-
two fibercoupler (Gould Fiber Optics) in zwei gleich große Anteile aufgespalten 
(Plexikglaskasten unterhalb des Lasers in Abbildung 13). Diese werden mittels Single 
Mode Fasern zur auf dem Mikroskoptisch installierten Flusskammer geleitet.  Die 
Flusskammer selbst besteht aus einer Glaskapillare, welche in einer Matrix aus 
Polydimethylsiloxan (PDMS) eingebettet ist und orthogonal zwei exakt 
gegenüberliegende Kanäle enthält, in welchen die beiden Laserfasern münden. Damit 
wird sichergestellt, dass die beiden Fasern exakt entlang der optischen Achse justiert sind 
(siehe Abbildung 15).  
 
 
Abbildung 15 – Mikroflusskammer. Die Laserfasern (1) sind exakt gegenüber angeordnet. Senkrecht 
dazu verläuft eine Glaskapillare (2 – Wand der Kapillare), durch welche die Zellsuspension (3) fließt. Das 
blaue Rechteck wird auf der rechten Seite vergrößert gezeigt und enthält eine gefangene Zelle (4). Das rote 
Rechteck rechts ist die „region of interest“, die zur Analyse aufgezeichnet wird, die gelbe Linie zeigt den 
von der Bildverarbeitung erkannten Zellrand. 
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Durch die Glaskapillare bewegt sich der hydrostatisch gesteuerte Fluss der 
Zellsuspension.  Auf Höhe der gegenüberliegenden Laserfasern befindet sich in der Mitte 
der Kapillare die optische Falle. Beobachtet wird die Falle mittels eines 
Phasenkontrastmikroskops bei 63facher Vergrößerung. Sobald eine Zelle bei niedriger 
Laserleistung zwischen den beiden Fasern gefangen wird, kann der Fluss gestoppt 
werden. Befindet sich die gefangene Zelle bei stehendem Fluss ruhig in der Mitte der 
Falle, wird das gewählte Stretch-Schema und die entsprechende Bildaufzeichnung 
gestartet. Bei den vorliegenden Versuchen wurde jeweils zwei Sekunden bei niedriger 
Laserleistung (100 mW) gewartet, wobei noch keine nennenswerte Verformung der Zelle 
auftritt. Anschließend wurde mit 1,5 W für drei Sekunden gestretcht (d.h. die Zellen 
wurden verformt) und danach noch für weitere fünf Sekunden nachbeobachtet um das 
Relaxationsverhalten der untersuchten Zelle beurteilen zu können (siehe Abbildung 16). 
 
























Abbildung 16 – Stretchprofil. Zunächst wird die entsprechende Zelle bei einer trap-Leistung von 100 mW 
in der optischen Falle zwei Sekunden gehalten. Anschließend steigt die Laserleistung auf eine stretch-
Leistung von 1,5 W. Nach drei Sekunden stretch-Dauer wird die Laserleistung wieder abgesenkt und die 
Zelle noch weitere fünf Sekunden nachbeobachtet. 
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Während dieser insgesamt 10 Sekunden wurde die im Phasenkontrastbild interessierende 
Region mit der gefangenen Zelle permanent von einer CCD-Kamera (A202k von 
Baseler) mit ca. 30 Bildern pro Sekunde aufgezeichnet und die entsprechenden Bilder 
durch einen Frame Grabber ausgelesen. Die Speicherung der entstehenden Bilder erfolgt 
durch den das Experiment steuernden Computer (siehe Abbildung 14). 
Die Steuerung des Stretchvorganges und der Bildaquisition erfolgte mittels eines 
Labview-Programmes von Falk Wottawah, Stefan Schinkinger und Frank Sauer. 
Der Fluss in der Glaskapillare wurde hydrostatisch per Hand über eine relative 
Höhenänderung zweier Reservoirbehälter gesteuert (siehe Abbildung 17). 
 
 
Abbildung 17 – hydrostatische Flusssteuerung. Ein Reservoirbehälter ist in fester Höhe installiert (1). 
Ein zweites mediumgefülltes Reservoir (2) kann mittels Makro- (3) und Mikrostellschrauben (4) 
höhenvariiert werden. Mediumgefüllte Kapillaren (5) führen zur eigentlichen Flusskammer (6). Durch eine 
Veränderung der Höhe von (2) kann der hydrodynamisch angetriebene Fluss in der Flusskammer 
beschleunigt, angehalten oder umgekehrt werden. 
 
Martin, Mireille  Optische Verformbarkeit ErbB2-überexprimierender Brustkrebszellen 
 41
Zu beachten ist dabei die völlige Luftfreiheit des Systems, da sich schon bei kleinsten 
Lufteinschlüssen der hydrostatische Fluss nicht mehr mit absoluter Sicherheit steuern 
lässt. Außerdem ist ein sorgfältiges Anhalten des Flusses bei gefangener Zelle notwendig, 
da sich ein nicht vollständig stehender Fluss in der Regel in Form von Zellrotation 
während des Stretchvorganges auswirkt. Rotierende Zellen sind nicht zuverlässig 
auswertbar und mussten aus der Auswertung ausgeschlossen werden. 
6.3 Methodik Auswertung 
6.3.1 Zellstatistik 
 
Nachdem alle vorgestellten Zellgruppen innerhalb der Versuchsreihe A untersucht 
wurden, erfolgte zum Nachweis der Reproduzierbarkeit die Wiederholungsversuchsreihe 
B, dieses Mal mit der zusätzlichen Anfertigung von Fluoreszenzbildern jeder gefangener 
Zelle (s. Abschnitt 6.3.2). 
Insgesamt wurden 1168 Zellen gefangen. Zur endgültigen Auswertung kamen dabei 548 
Zellen. Die übrigen wurden aus qualitativen Gründen aussortiert. Dabei kann man 
zwischen biologischen, apparativen und Software-Problemen unterscheiden. Im Rahmen 
der biologischen Schwierigkeiten können Infektionen der Zellkultur, zu langer Transport 
oder Lagerung zu einer schlechten Zellqualität mit gesteigerter Apoptoserate führen. 
Entsprechend finden sich kontrastschwache Zellen, welche z.T. Blasenbildung im 
Membranbereich zeigen und keine repräsentativen Ergebnisse liefern können. Weiterhin 
können suboptimale Trypsinierungszeiten entweder zu gehäuftem Auftreten von 
Zellverbänden und entsprechend herabgesenktem Gehalt an verwertbaren Einzelzellen 
(zu kurze Trypsinierung) oder schlechtem Zellzustand (zu lange Trypsinierung mit 
Zellschädigung) führen. Wie sich während des Wiederholungsversuches B zeigte, wiesen 
auch nicht alle Zellen eine kräftige Fluoreszenz auf, was bedeutet, dass nicht alle Zellen 
den transfektierten Vektor sicher exprimierten. In der Versuchsreihe B wurden die Zellen 
daraufhin entsprechend ihrer Fluoreszenz eingeteilt und getrennt ausgewertet. 
Zum anderen können Probleme im experimentellen Aufbau – zum Beispiel Luft im 
Kapillarsystem – zu Schwierigkeiten bei der Flusskontrolle führen. Dadurch können 
Rotationen und Bewegungen der Zelle entlang der y-Achse (also senkrecht zur optischen 
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Achse) während des Stretchens bzw. der Bildaufzeichnung auftreten, die ebenfalls die 
Exaktheit der Daten entscheidend beeinflussen können. Selbst das Öffnen der Tür zum 
Laborraum während der Messung kann zu diskreten Schwankungen im Luftdruck führen, 
welche sich in einem „Hüpfen“ der Zellen in der aufgezeichneten Bilderserie äußern.  
Weitere Probleme ergeben sich zum Teil bei mangelndem Speicherplatz oder starker 
Fragmentierung der Festplatte, wobei zum Teil keine vollständigen Bildsequenzen 
aufgezeichnet wurden. Schließlich bereitet bei einigen Zellen die Auswertung im Sinne 
der automatischen Zellranderkennung durch schlechte Kontrastverhältnisse oder an der 
Zelle anheftende Partikel Schwierigkeiten. All diese „beeinträchtigten“ Zellen wurden bei 
der endgültigen Auswertung nicht berücksichtigt. 
 
Die Zellen, welche Teil der endgültigen Auswertung wurden, zeichneten sich durch hohe 
Bildqualität, sicher stehenden Fluss und unauffällige Bildspeicherung aus. Die Auswahl 
der Zellen war weitgehend unabhängig von der untersuchten Zellsorte bzw. anderen 
betrachteten Spezifika wie Kulturdauer oder Doxicyclinzugabe (siehe Tabelle 1). 
Biologische Schwierigkeiten führen zwar naturgemäß zur generellen Verschlechterung 
der meisten Zellen innerhalb eines Versuches, solche Experimente wurden jedoch 
allesamt mit neuen Zellansätzen wiederholt. 









neuT Mit 1 Tag 155 72 
neuT Ohne 1 Tag 104 45 
neuT Mit 2 Tage 108 56 
neuT Ohne 2 Tage 79 47 
neuT Mit 4 Tage 151 48 
neuT Ohne 4 Tage 101 49 
Kontroll Mit 1 Tag 82 47 
Kontroll Ohne 1 Tag 76 44 
Kontroll Mit 2 Tage8 73 21 
Kontroll Ohne 2 Tage10 80 49 
Kontroll Mit 4 Tage 94 42 
Kontroll Ohne 4 Tage 65 28 
Tabelle 8 – Anzahl gemessener und verwertbarer Zellen. Gezeigt werden dabei die Gesamtzahlen für  




Abbildung 18 – Fluoreszenzbilder. Die Fluoreszenz jeder Zelle wurde entsprechend ihrer Stärke mit 
einem Punktwert von 0 bis 3 bewertet. 
 
Während des Wiederholungsversuches B wurden zusätzlich von jeder gemessenen Zelle 
Fluoreszenzaufnahmen (Leica) angefertigt, um die induzierte Expression der 
übertragenen Vektoren zu überprüfen. Die entstandenen Bilder (siehe 
                                                 
8 Dieser Versuch wurde während der zweiten Testreihe nicht wiederholt. 
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Abbildung 18) wurden pro Zelle jeweils bezüglich der Stärke der vorhandenen 
Fluoreszenz bewertet und entsprechend mit Werten von 0 bis 3 versehen (siehe Tabelle 
9). 
 
Fluoreszenz leuchtet stark leuchtet leuchtet kaum leuchtet nicht 
Bewertung 3 2 1 0 
Tabelle 9 – Bewertungsmaßstab Fluoreszenz 
 
Zur weiteren Auswertung wurden Zellen mit keinem oder einem Punkt als nicht 
fluoreszierend und damit den übertragenen Vektor nicht exprimierend betrachtet. Bei 
Zellen mit einer deutlichen Fluoreszenz (zwei oder drei Punkte) kann man von einer 
sicheren Expression der eingebrachten Gene ausgehen. 
 
6.3.3  Bildauswertung 
 
 
Abbildung 19 – neuT-Zelle nach einem Tag ohne Doxicyclin. Aufgezeichnetes 
Phasenkontrastmikroskopbild. Links wird der Ausgangszustand gezeigt, rechts der Zustand der maximalen 
Verformung nach drei Sekunden Stretchdauer. 
Pro Zelle wurden 301 Bilder des Phasenkontrastmikroskopes aufgezeichnet (siehe 
Abbildung 19). Die Auswertung der aufgezeichneten Bilder erfolgte mit dem Labview-
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Programm „edge detection tool_v3.02.vi“ von Stefan Schinkinger. Dabei wird pro Bild 
jeweils der komplette Zellrand erkannt. Als Resultat ergeben sich mehrere Parameter, 
anhand derer unter anderem drei hauptsächliche Verformungskurven entstehen: 
Veränderungen des Durchmessers entlang der optischen Achse (x_axial), Veränderungen 
der gemessenen Fläche (Veränderung vom Kreis zum Ellipsoid) (area) und mittlere 
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Abbildung 20 – Bilderkennung. Die automatische Bilderkennung liefert für jedes aufgezeichnete Bild den 
erkannten Zellrand (gelbe Linie). Aus den Einzelpunkten dieser Ellipse können verschiedene Parameter 
berechnet werden, z.B. die umschlossene Fläche (area, grün), der Durchmesser entlang der optischen 
Achse (axial_x, blau) und ein Maß für die mittlere x-Auslenkung der Randpunkte (rms_x, rot). Betrachtet 
man den jeweiligen Parameter in Abhängigkeit von der Bildnummer, so ergeben sich die gezeigten 
typischen Verformungskurven, wobei rms_x am robustesten gegenüber kleinen Schwankungen erscheint. 
Gezeigt werden hier jeweils unnormierte Rohdaten der Verformungskurven, gemessen in Pixeln über der 
Bildnummer. 
 
Während sich die Fläche und der Durchmesser entlang der optischen Achse intuitiv 
erklären, kann man die Größe der mittleren x-Auslenkung als eine Art 
Standardabweichung der einzelnen Randpunkte von einer durch den Schwerpunkt 
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_ , wobei n für die Anzahl der 
Randpunkte, xi für ihre jeweilige x-Komponente und xSP für die x-Komponente des 
Schwerpunktes steht (Abbildung 21). Da sich rms_x am robustesten gegenüber 
minimalen Schwankungen während der Bilderkennung erwies, wurden dieser Parameter 
und die daraus gebildeten Verformungskurven zur weiteren Auswertung verwendet. 
 










_ ergibt sich als eine 
Art Standartabweichung der x-Komponente der einzelnen Zellrandpunkte von einer durch den Schwerpunkt 
der Zelle verlaufende Achse. Dabei ist n die Zahl der einzelnen Punkte des erkannten Zellrandes. 
  
6.3.4 Verformungskurven und initiale Integrale 
 
Zur Beurteilung der optischen Verformbarkeit der einzelnen Zellen ergeben sich zwei 
charakteristische Parameter pro Zelle: Die Verformungskurve und das initiale Integral. 
Die entstehenden Kurven geben pro Zelle die Verformung in Pixeln in Abhängigkeit von 














  mit st 20  , also dem Zeitpunkt 
des Anschaltens der höheren Laserleistung, ermittelt.  
Danach wurde zusätzlich über je drei nebeneinander liegende Punkte gemittelt, um die 
Kurven von programmbedingten Schwankungen zu glätten. Da die unterschiedlichen 
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Experimente zu verschiedenen Zeitpunkten im Verlauf von über einem Jahr stattfanden, 
gab es zwischenzeitlich subtile, methodenbedingte Veränderungen im experimentellen 
Aufbau: Durch im Laufe der Zeit auftretende Verschmutzungen im Flusskanal wurde 
regelmäßig eine neue Flusskammer notwendig. Dadurch ist der Abstand der Laserfasern 
zur Glaskapillare nicht permanent konstant, sondern kann sich zwischen verschiedenen 
Versuchstagen unterscheiden. Damit ist auch der an der Zelle wirkende Peak Stress 
(siehe Kapitel 4.3.2) nicht konstant. Um die Verformung der Zellen zwischen 
verschiedenen Experimenten vergleichen zu können, ist eine weitere Normierung mit 
dem jeweils gültigen Peak Stress notwendig. Die letztlich erhaltenen Verformungskurven 













































Abbildung 22 – Verformungskurve absolut und relativ. Links wird die initiale, von der Bilderkennung 
„gelieferte“ Verformungskurve in Pixeln pro Bild gezeigt. Auf der rechten Seite ist die gleiche Kurve nach 
erfolgter Normierung über der verstrichenen Zeit in s dargestellt. 
 
Für jede Zelle resultiert somit eine normierte, charakteristische Verformungskurve. Pro 
Experiment bzw. Zellgruppe (siehe Tabelle 7) ergibt schließlich der arithmetische 
Mittelwert aus allen Zellen in der endgültigen Auswertung eine mittlere 
Verformungskurve. 
 
Eine zweite Möglichkeit der Auswertung ist das „initiale Verformungsintegral“. Dabei 
wird lediglich der erste Anteil der stretchbedingten Verformung betrachtet. Die Werte der 
Verformungskurve werden hierfür von t = 2 bis 3,7 s aufaddiert, so dass sich pro Zelle 
ein charakteristischer Wert ergibt (siehe Abbildung 23). Vorangehende Auswertungen 
haben dabei ergeben, dass sich ein Wert von 3,7 s (d.h. 1,7 s Stretchdauer) am besten zur 
Unterscheidung einzelner Zellgruppen eignet.  




Abbildung 23 – Beispiel für initiales Integral. Zur Bildung des initialen Verformungsintegrales werden 
die einzelnen Werte von t=2,0 bis t=3,7 s aufaddiert. Damit ergibt sich für jede Zelle ein repräsentativer 
Wert. 
Anschließend kann pro Versuch eine Häufigkeitsverteilung der ermittelten Integralwerte 
gebildet werden, welche Aufschluss über mögliche Subpopulationen oder Abstände zu 
anderen Versuchsergebnissen gibt. Zwei Populationen (z.B. MCF-7/neuT mit und ohne 
Doxicyclin nach 1 Tag Kulturdauer) können anhand dieser Verteilungen miteinander 
verglichen werden. Ein entsprechender t-Test prüft die Unabhängigkeit der beiden 
Populationen bei einem hier verwendeten Signifikanzniveau von 0,05. 
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7 Ergebnisse 
7.1 Motivation und Vorgehen 
 
Eine Überexpression des ErbB2-Rezeptors findet sich bei ungefähr 30% aller 
Mammakarzinome [Slamon 1989]. Dieser Rezeptor scheint in der Onkogenese dieser 
Tumore eine entscheidende Rolle zu spielen. Zur Untersuchung der Mechanismen, 
welche durch die ErbB2-Rezeptoren ausgelöst werden, wurde das entsprechende 
Onkogen mittels des TET-ON Systems schaltbar in MCF7-Zellen (einer Zelllinie aus 
einem humanen Mammakarzinom) exprimiert [Trost  2006]. Bei Doxicyclin vermitteltem 
Einschalten der ErbB2-Überexpression zeigt sich jedoch keine gesteigerte Mitoserate, 
sondern vielmehr ein ab dem zweiten Kulturtag erkennbarer Einstieg in ein 
Seneszenzprogramm [Trost 2005]. Um diese Entwicklung und ihre Bedeutung für die 
Tumorgenese in vivo zu verstehen, ist es nötig, eine möglichst genaue und zeitlich 
orientierte Aufschlüsselung der ErbB2-induzierten Veränderungen zu erhalten. Da im 
Zuge von Differenzierung oder maligner Transformation einer Zelle frühzeitig 
Veränderungen im Zytoskelett auftreten [Fritsch 2010], liegt der Gedanke nahe, die 
biomechanischen Eigenschaften einer Einzelzelle als sensitiven Marker ihrer 
Transformation in zeitlicher Abhängigkeit von der ErbB2-Induktion zu messen. 
 
Zu diesem Zweck wurde die optische Verformbarkeit – als Maß für die Elastizität – 
einzelner MCF-7/neuT48 Zellen in Abhängigkeit von der Kulturdauer nach Zugabe von 
Doxicyclin zur Induktion der ErbB2-Überexpression untersucht. Verwendet wurde dafür 
eine neue physikalische Meßmethode, der Optical Stretcher. Als Kontrolle dienten MCF-
7/pTet EGFP10 - Zellen, die vektorvermittelt EGFP, aber kein zusätzliches ErbB2 
exprimieren. Dabei wurden jeweils Zellen untersucht, die mit bzw. ohne Doxicyclin ein, 
zwei und vier Tage kultiviert worden waren. Zu einem späteren Zeitpunkt waren keine 
Messungen mehr möglich, da methodenbedingt für den Optical Stretcher suspendierte, 
kugelförmige Zellen benötigt werden. Nach über vier Tagen Doxicyclinzugabe und damit 
ErbB2-Überexression kehren die suspendierten Zellen aufgrund der voranschreitenden 
Seneszenz jedoch nicht mehr vollständig in den kugelförmigen Zustand zurück. 
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7.2 Reproduzierbarkeit der Daten 
 
Insgesamt wurden 1168 Einzelzellen untersucht, von denen sich letztlich 548 als 
auswertungsrelevant erwiesen. Die übrigen Zellen wurden qualitätsbedingt nicht mit in 
die Auswertung einbezogen, wobei sowohl zellbiologische als auch experimentelle 
Schwierigkeiten auftraten. Biologische Ursachen waren z.B. sichtbare Apoptosezeichen 
wie Blasenwerfen der Zellmembran oder nicht komplett kugelsymmetrische Zellform in 
Suspension. Hinzu kamen gelegentliche technische Schwierigkeiten wie mangelnder 
Speicherplatz oder schlechte Kontrolle des hydrodynamischen Flusses. Die genannten 
Probleme traten im Wesentlichen unabhängig von der Art der untersuchten Zellen auf, so 
dass durch die Selektierung nur eine qualitative Verbesserung, aber kein systematischer 
Fehler der Ergebnisse zu erwarten war. 
 
Insgesamt wurden zwei Versuchsreihen (A und B) nacheinander durchgeführt, wobei 
jeweils Vektorkontrollzellen und MCF-7/neuT untersucht wurden. Dabei wurden die 
entsprechenden Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen: ein, zwei und vier Tage 
nach Doxicyclinzugabe ins Kulturmedium. Einige dieser Einzelversuche wurden 
wiederholt, wenn es aus verschiedenen, oben genannten Gründen nicht gelang, eine 
genügend große Zahl auswertungsfähiger Zellen zu untersuchen. Trotzdem zeigte sich 
insbesondere bei der Versuchsreihe A bei einigen wenigen Versuchen eine sehr schlechte 
Qualität der Zellen mit Kontrastverlust während des Stretchens und z.T. Blasenbildung 
als Zeichen der Zellschädigung nach vier Tagen Kulturdauer. Bei guten Zell- und 
Bildverhältnissen zeigte sich jedoch eine sehr gute Reproduzierbarkeit der Daten 
(Abbildung 24). Gezeigt werden hier jeweils die mittleren Verformungskurven, die sich 
aus den einzelnen Experimenten ergeben. Die blauen Kurven stehen für die Ergebnisse 
der Versuchsreihe A (November 2005 bis Januar 2006), der Wiederholungsversuch B 
(Mai bis Dezember 2006) ergibt die violetten Kurven. Der Abstand der beiden mittleren 
Verformungskurven ist jeweils geringer als der entsprechende Bereich, der vom 
Standardfehler abgedeckt wird.  
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Abbildung 24 – Reproduzierbarkeit der Daten. Gezeigt wird jeweils der Verlauf der mittleren 
Verformungskurve der gemessenen MCF-7/neuT Zellen (oben) bzw. Vektorkontrollzellen (unten) mit 
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(links) und ohne (rechts) Zugabe von Doxicyclin („Doxi“) nach jeweils 1, 2 und 4 Tagen Kulturdauer. Auf 
der y-Achse wird die relative Verformung der Zellen in Prozent gezeigt, normiert mit dem jeweils 
wirkenden Peak Stress (siehe Abbildung 22). Die blaue Linie kennzeichnet dabei die Versuchsreihe A, die 
violette Kurve entstand bei dem Wiederhlungsversuch B. Der Abstand der beiden Kurven liegt in der Regel 
innerhalb der einzelnen Standardfehler.9 Auf der x-Achse ist die Bildnummer in bezug auf den Beginn des 
Strechvorganges gezeigt, die y-Achse zeigt die genormten Verformungen.  
 
Auch bei Betrachtung der initialen Verformung ergibt sich ein ähnliches Bild. Bildet man 
wie in 6.3.4 beschrieben das initiale Verformungsintegral für jede Zelle, ergibt sich eine 
bestimmte Verteilung pro Zellpopulation. Bei einem Vergleich der jeweiligen 
Experimente der A-Versuchsreihe mit denen der B-Versuchsreihe mittels t-Test ergeben 
sich p-Werte, die zum großen Teil deutlich über dem verwendeten Signifikanzniveau von 
0,05 liegen. Damit kann jeweils nicht gezeigt werden, dass es sich um getrennte 
Zellpopulationen handelt (siehe Tabelle 10). 
 
Zellen Kulturdauer Doxicyclinzugabe p-Wert bei t-Test 
MCF-7/neuT 1 Tag mit 0.13077 
  ohne 0.2147746 
 2 Tage mit 0.197117 
  ohne 0.1143639 
 4 Tage mit 0.0239641 
  ohne 0.342381 
Vektorkontrollzellen 1 Tag mit 0.427222 
  ohne 0.1035063 
 4 Tage10 mit 6.96E-05 
  ohne 0.060159 
Tabelle 10 – Reproduzierbarkeit der initialen Verformungsintegrale. Gezeigt werden die p-Werte der 
t-Tests bei Vergleich der initialen Verformungsintegrale zwischen den Experimenten der A- und B-
Versuchsreihe. Die meisten p-Werte liegen deutlich über dem Signifikanzniveau, d.h. die Ergebnisse aus 
den beiden Versuchsreihen unterscheiden sich nicht signifikant voneinander. Dies belegt die 
Reproduzierbarkeit der gewonnenen Daten. 
                                                 
9 Im Zuge der Versuchsreihe A waren insbesondere die Zellen der Kontrollzellreihe nach vier Tagen Kultur 
von minderer Qualität, wodurch sich die Ausreißer erklären lassen. 
10 Auch hier ergeben sich niedrige p-Werte aufgrund der verminderten Qualität der Zellen im Rahmen der 
Versuchsreihe A. 
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7.3 Entwicklung der optischen Verformbarkeit der 
Vektorkontrollzellen in Abhängigkeit von der Doxicyclinzugabe 
 
Die Vektorkontrollzelllinie wurde mit einem Vektor transfiziert, der dem der neuT-Zellen 
weitgehend entspricht. Allerdings beinhaltet er zwar das EGFP-Gen, nicht aber das neuT-
Gen und führt damit nicht zu einer Überexpression der ErbB2-Rezeptoren. Unter der 
Annahme, dass die ErbB2-Überexpression den (maligne) transformierenden Faktor für 
die Zellen darstellt, werden für die Kontrollzellen zu keinem Zeitpunkt Veränderungen 
bei Doxicyclinzugabe erwartet. 
7.3.1 Vektorkontrollzellen nach einem Tag Kulturdauer 
 
Vierundzwanzig Stunden nach Zugabe des Doxicyclins zum Zellmedium zeigt die 
Vektorzelllinie zunächst keine Veränderung der Elastizität in Abhängigkeit von der 
Doxicyclin-Anwesenheit im Medium. 













Abbildung 25 – Vektorkontrollzellen nach einem Tag. Gezeigt werden die Verteilungen der initialen 
Verformungsintegrale nach 24 Stunden Kulturdauer. Es zeigt sich kein wesentlicher Unterschied zwischen 
den Kontrollzellpopulationen, die mit (unten, dunkelgrün) bzw. ohne (oben, dunkelblau) Doxicyclin 
inkubiert wurden. 
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Beim Vergleich der Integrale unter den initialen Verformungskurven (siehe Abbildung 
25) zeigen sich zwei nahezu identische Populationen (Mittelwert mit Doxicyclin 
0,105  0,015; ohne Doxicyclin 0,114  0,021). Zur Überprüfung signifikant 
unterschiedlicher Populationen ergibt der entsprechende t-Test einen p-Wert von 
0,723304, so dass durch die Expression des Vektors keine in Bezug auf die Elastizität der 
untersuchten Zellen signifikant verschiedenen Populationen nachgewiesen werden 
können.  
Im Rahmen der Versuchsreihe B wurden zusätzlich Fluoreszenz-Aufnahmen der 
untersuchten Zellen angefertigt. Da sowohl die neuT-Zellen als auch die 
Vektorkontrollzellen EGFP exprimieren, kann anhand der charakteristischen Fluoreszenz 
die Expression des Vektors kontrolliert werden. Betrachtet man lediglich die initialen 
Verformungsintegrale der fluoreszierenden Zellen, die demnach den übertragenen Vektor 
sicher exprimieren, so zeigt der t-Test, dass es sich auch hier um keinen signifikanten 
Unterschied zwischen den beiden Populationen gibt (p=0,3610984). Auch der Vergleich 
der gesamten Verformungskurven (Abbildung 26) zeigt keinen wesentlichen Unterschied 

























B Kon 1 ohne Kon1dmit 0+1 Kon1dmit 2+3
 
Abbildung 26 – Vektorkontrollzellen nach einem Tag. Gezeigt werden die mittleren 
Verformungskurven für die Kontrollzellen (Versuchsreihe B). Offensichtlich gibt es keinen Unterschied für 
Zellen, die mit (dunkelgrün, N=2611) und ohne (dunkelblau, N=17) Doxicyclin kultiviert wurden. 
Insbesondere gleichen sich die Kurven der fluoreszierenden (breite dunkelgrüne Kurve, N=16) und nicht 
fluoreszierenden Zellen (schmale dunkelgrüne Kurve,  N=10). 
                                                 
11 D.h., hier wurde die mittlere Verformungskurve aus 26 Verformungskurven (je eine pro Zelle) ermittelt. 
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Insbesondere zeigt sich auch zwischen Zellen, die exakt unter gleichen Bedingungen 
kultiviert wurden kein Unterschied, egal ob sie den eingebrachten Vektor exprimieren 
(und damit eine positive EGFP-Fluoreszenz aufweisen), oder ob sie keine 
Vektorexpression und entsprechend keine Fluoreszenz aufweisen. Der Anteil der 
fluoreszierenden Zellen entsprach – übereinstimmend mit bisherigen Erfahrungen 24 
Stunden nach Doxicyclinzugabe – ca. 58%. 
Insgesamt dehnen sich die untersuchten Zellen bei einer Laserleistung von 1,5 W und 3 s 
Stretchdauer um ca. 1,67% entlang der optischen Achse aus, wobei hierbei bereits die 
Normierung bezüglich des Peak Stress berücksichtigt ist (vgl. Abschnitt 6.3.4). 
7.3.2 Vektorkontrollzellen nach zwei Tagen Kulturdauer 
 
Auch zwei Tage nach Passagieren zeigte sich bei den Vektorkontrollen kein relevanter 
Unterschied zwischen Zellen ohne Zugabe von Doxicyclin und Zellen, die seit 48 
Stunden mit Doxicyclin inkubiert worden waren. Das mittlere initiale 
Verformungsintegral beträgt mit Doxicyclin 0,074  0,021, ohne Doxicyclin 0,082  0,018 
(siehe Abbildung 27), der p-Wert des entsprechenden t-Testes betrug 0,782905. Da dieser 
Versuch während der B-Testreihe nicht wiederholt wurde, existiert hier keine einzelne 
Aufschlüsselung zwischen fluoreszierenden und nicht fluoreszierenden Zellen, die 
gemittelten Verformungskurven aus Versuch A (Abbildung 28) belegen jedoch die 
Unabhängigkeit der optischen Verformbarkeit der Kontrollzellen von der 
Doxicyclinzugabe. 
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Abbildung 27 – Vektorkontrollzellen nach zwei Tagen. Die Verteilung der initialen 
Verformungsintegrale zeigt keinen wesentlichen Unterschied zwischen Zellen, die mit Doxicyclin inkubiert 























Kon 2 ohne Kon 2 mit
 
Abbildung 28 – Vektorkontrollzellen nach zwei Tagen. Es zeigt sich kein wesentlicher qualitativer 
Unterschied zwischen Zellen die mit (grün, N=21) und ohne (blau, N=49) Doxicyclin inkubiert wurden. 
Der etwas atypische Verlauf der Relaxationskurven nach Absinken der Laserleistung (bei 
t=5s) lässt sich nicht eindeutig erklären und ist am ehesten auf äußere Bedingungen 
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zurückzuführen, da beide Zellgruppen einen qualitativ identischen Kurvenverlauf zeigen. 
Es zeigt sich in jedem Fall kein signifikanter qualitativer Unterschied, der sich durch die 
Doxicyclinbehandlung der Zellen erklären ließe. 
 
7.3.3 Vektorkontrollzellen nach vier Tagen Kulturdauer 
 
Kultiviert man die verwendeten Zellen länger als vier Tage ohne Passagieren, wirkt sich 
die zunehmende Zelldichte in der zweidimensionalen Kultur nachteilig aus. Die Zellen 
gehen nach der Trypsinierung nicht mehr in die reine Kugelform über, wodurch sie für 
den Optical Stretcher unbrauchbar werden. Dadurch ergeben sich die letzten 
verwertbaren Daten für einen Zeitpunkt von vier Tagen nach dem letzten Passagieren. 
Auch zu diesem Zeitpunkt zeigt sich erwartungsgemäß kein signifikanter Unterschied 
zwischen Vektorkontrollzellen, die mit Doxicyclin kultiviert wurden und denen, die im 
Doxicyclin-freien Medium wuchsen. Vergleicht man die initialen Verformungsintegrale 
der beiden Populationen miteinander, so zeigt sich für die Doxicyclin-inkubierten Zellen 
ein Mittelwert von 0,097  0,018, ohne Doxicyclin beträgt der Mittelwert 0,046  0,041 
(siehe Abbildung 29). Diese Werte liegen zwar etwas auseinander, der korrespondierende 
t-Test liefert jedoch einen p-Wert von 0,281712, es ergibt sich also auch hier kein 
wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Zellgruppen. Bei dieser Auswertung 
wurden lediglich die Daten der B-Versuchreihe verwendet, da während des Versuches A 
insbesondere die Kontrollzellen nach vier Tagen Kulturdauer eine mindere Qualität 
aufwiesen und die entsprechenden Ergebnisse nicht als repräsentativ betrachtet werden 
können.  
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Abbildung 29 - Vektorkontrollzellen nach vier Tagen. Die Verteilung der initialen 
Verformungsintegrale zeigt keinen wesentlichen Unterschied zwischen Kontrollzellen mit Doxicyclin 



















B Kon 4 ohne Kon4dmit 2+3 Kon4dmit 0+1
 
Abbildung 30 – Vektorkontrollzellen nach 4 Tagen. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied 
bezüglich des Verlaufs der mittleren Verformungskurven von Zellen, die ohne Doxicyclin wuchsen 
(hellblau, N=12) und Zellen, die unter Doxeinfluß den Vektor exprimieren (hellgrün, breite Linie, 
fluoreszierend, N=18). Lediglich zwei MCF-7/neuT-Zellen exprimierten nach 4 Tagen noch keinen Vektor 
(nicht fluoreszierend, hellgrüne dünne Kurve, N=2). 
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Die scheinbar weichere Gruppe der nicht fluoreszierenden MCF-7/neuT-Zellen, die also 
nach 4 Tagen Doxicyclin immer noch keinen Vektor exprimieren, bestand zu diesem 
Zeitpunkt nur noch aus zwei Zellen, so dass die entsprechende Kurve statistisch nicht 
relevant ist (Abbildung 30). Diese geringe Anzahl entspricht der bekannten Beobachtung, 
dass der Anteil GFP- und damit auch neuT-exprimierenden Zellen nach Doxicyclingabe 
koninuierlich ansteigt. Die maximale optische Verformbarkeit der untersuchten Zellen 
beträgt durchschnittlich etwa 1,36% (mit Doxicyclin) bzw. 0,96% (ohne Doxicyclin) und 
liegt damit etwas niedriger als nach nur 24 Stunden Kultivierung. Das entspricht dem 
bekannten Effekt, dass längere Kultivierung zu zunehmender Differenzierung führt, was 
wiederum die geringere Verformbarkeit erklärt. 
 
7.4 Entwicklung der optischen Verformbarkeit der MCF-7/neuT-
Zellen in Abhängigkeit von der Doxicyclinzugabe 
 
In Abhängigkeit von der Doxicyclinzugabe und damit vom Anschalten des neuT-Genes 
wird für die MCF-7/neuT-Zellen eine mit der ErbB2-induzierten Transformation 
einhergehende Veränderung der optischen Verformbarkeit erwartet. 
7.4.1 NeuT-Zellen nach einem Tag Kulturdauer 
 
Vierundzwanzig Stunden nach dem Passagieren wurden die MCF-7/neuT-Zellen 
trypsiniert und im Optical Stretcher vermessen. Dabei war eine Population mit 
Doxicyclin inkubiert worden, während die Zellen der Kontrollgruppe ohne das neuT-
induzerende Doxicyclin gewachsen waren. Nach einem Tag exprimieren jedoch auch in 
der Doxicyclin-Population noch nicht alle Zellen den Vektor. Kontrolliert werden kann 
das anhand der EGFP-Fluoreszenz, die gleichfalls mit dem Vektor transfiziert wurde. 
Einen Tag nach Doxicyclingabe zeigten erst 52% aller Zellen die charakteristische GFP-
Fluoreszenz. Vergleicht man die ohne Doxicyclin kultivierten Zellen mit den Zellen, die 
den Vektor offensichtlich noch nicht exprimieren, so zeigt sich kein signifikanter 
Unterschied (siehe Abbildung 31). Betrachtet man hingegen die Population der Zellen, 
die das neuT-Gen exprimieren, so zeigt sich ein deutlicher Unterschied. Das Aktivieren 
der ErbB2-Überexpression führt offensichtlich nicht nur zu einer quantitativen Änderung 
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der Zellelastizität, sondern zu einer qualitativ anderen Form der mittleren 
Verformungskurve. Diese Zellen reagieren auf den Zug durch das Laserlicht nicht mit der 
erwarteten Ausdehnung entlang der optischen Achse, sondern ziehen sich im Gegenteil 
noch zusammen. Dieses Verhalten lässt sich mit einem Modell passiver weicher Materie 
nicht erklären, sondern erfordert eine aktive Gegenaktion der Zelle. Diese Kontraktion, 
ausgelöst durch einen äußeren mechanischen Reiz bezeichnet man als 



























B neuT 1 ohne neuT1dmit 2+3 neuT1dmit 0+1
 
Abbildung 31 – neuT-Zellen nach 24 Stunden Doxicyclin. Zellen, die zwar mit Doxicyclin kultiviert 
wurden, aber den Vektor nicht exprimieren (rot, dünne Kurve, N=21), verhalten sich erwartungsgemäß 
genau wie neuT-Zellen, die ohne Doxicyclinzugabe wuchsen (violett, N=26). Qualitativ deutlich anders 
und v.a. durch ein mechanoaktives Verhalten gekennzeichnet stellen sich die neuT-exprimierenden Zellen 
dar (rot, breite Kurve, N=23). 
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Abbildung 32 – neuT-Zellen nach einem Tag. Die Verteilung der initialen Verformungsintegrale 
erscheint signifikant verschieden für Zellen, die ohne Doxicyclin kultiviert wurden (violett, oben) und 
Zellen, bei denen durch Doxicyclinzugabe das neuT-Gen angeschaltet wurde (rot, unten). 
Auch im Vergleich der initialen Verformungsintegrale zeigt sich der offensichtliche 
Unterschied zwischen Zellen mit aktiver neuT-Expression (-0,061  0.028) und Zellen 
ohne diese Expression (0,075  0,017) (siehe Abbildung 32). Der p-Wert des 
korrespondierenden t-Testes zeigt mit 0,000482 den hoch signifikanten Unterschied 
zwischen den beiden Zellpopulationen. Interessant ist auch die Tatsache, dass die 
Verteilung der initialen Verformungsintegrale für die neuT-exprimierenden Zellen 
deutlich breiter ist. Dieser Effekt ist in ähnlicher Form für maligne, metastatisch 
transformierte Fibroblastenzelllinien bekannt [Guck 2005]. 
7.4.2 NeuT-Zellen nach zwei Tagen Kulturdauer 
 
Um einen Eindruck vom zeitlichen Verlauf der neuT-induzierten Veränderungen der 
optischen Deformierbarkeit zu gewinnen, wurden auch in der Versuchsreihe B letztlich 
noch neuT-Zellen nach zwei Tagen Kulturdauer untersucht. Betrachtet man die 
Verteilung der initialen Verformungsintegrale (Abbildung 33), so ergibt sich zunächst 
kein signifikanter Unterschied zwischen Zellen, die ohne Doxicyclin kultiviert wurden 
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(mittlere initiale Verformung 0,077  0,016) und Zellen, deren Medium seit 48 Stunden 
Doxicyclin enthält (0,076  0,021). Der korrespondierende t-Test liefert passend dazu 
einen p-Wert von 0,964866. 














Abbildung 33 – neuT-Zellen nach zwei Tagen. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter Unterschied in 
der Verteilung der initialen Verformungsintegrale zwischen Zellpopulationen, die mit Doxicyclin (orange, 
unten) bzw. ohne Doxicyclin (pink, oben) kultiviert wurden. 
Betrachtet man die gemittelten relativen Verformungskurven (Abbildung 34), so zeigt 
sich für den Kurvenverlauf ein ähnliches Ergebnis. Auch hier liegen fluoreszierende und 
damit sicher neuT-exprimierende Zellen (breite orange Linie) und Kontrollzellen (ohne 
Doxicyclin inkubiert und damit ohne Fluoreszenz, pink) nah beieinander, ohne dass sich 
in dieser Phase signifikante Unterschiede zeigen. Nach Absinken der Laserleistung zeigt 
sich jedoch im Vergleich zu den Kontrollzellen ein etwas steilerer Verlauf der 
Relaxationskurve. Dieser Verlauf ist möglicherweise Zeichen einer noch vorhandenen 
gesteigerten Mechanoaktivierbarkeit, denn eine über das passive – visköse – Maß 
hinausgehende Relaxation ist ebenfalls Ausdruck einer aktiven Gegenregulation der 
Zelle. Da diese aktive Komponente sich jedoch in der Stretchphase nicht widerspiegelt, 
handelt es sich am ehesten um eine residuell noch erhaltene Restaktivität 48 Stunden 
nach Einschalten des neuT-Genes. 


























neuT 2 ohne neuT2dmit 2+3 neuT2dmit 0+1
 
Abbildung 34 – neuT-Zellen nach zwei Tagen. Im Stretchverlauf zeigt sich kein wesentlicher 
Unterschied zwischen Zellen, die mit Doxicyclin inkubiert wurden (orange, N=21) und Zellen, die 
Doxicyclinfrei kultiviert wurden (pink, N=47). Auffällig ist der steilere Verlauf der Relaxationskurve der 
neuT-exprimierenden Zellen als Ausdruck einer residuellen Mechanoaktivtät. 
Da dieses Experiment zeitlich in einigem Abstand zu den vorangegangenen Messungen 
stattfand, differierte die Einstellung der Fluoreszenzkamera erheblich von den bisherigen 
Parametern. Dadurch ergaben sich qualitativ schlechtere Bilder, bei denen eine sichere 
Diskremierung zwischen nicht, schwach, mäßig und stark leuchtenden Zellen nur schwer 
möglich war. Diese Tatsache ist der wahrscheinlichste Grund für das nahe 
Zusammenliegen der fluoreszierenden (breite orange Kurve) und nicht fluoreszierenden 
(schmale orange Kurve) Zellpopulationen im Verlauf der mittleren Verformungskurve. 
7.4.3 NeuT-Zellen nach vier Tagen Kulturdauer 
 
Vier Tage nach Beginn der Doxicyclinzugabe zeigten lediglich 25 % der mit Doxicyclin 
inkubierten Zellen keine positive GFP-Fluoreszenz. Auch zu diesem Zeitpunkt zeigt sich 
kein relevanter Unterschied in der Verteilung der initialen Verformungsintegrale. Die 
mittlere initiale Verformung liegt bei Doxicyclinzugabe bei 0,080  0,016, ohne 
Doxicyclin bei 0,083  0,024 (siehe Abbildung 35). Gleiches zeigt sich auch in Rahmen 
des entsprechenden t-Testes. Der korrespondierende p-Wert liegt hier bei 0,92941. 
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Abbildung 35 – neuT-Zellen nach vier Tagen. Auch zu diesem Zeitpunkt lässt sich für die initialen 
Verformungsintegrale kein relevanter Unterschied zwischen Zellen mit neuT-Expression (gelb, unten) und 
Zellen ohne Doxicyclinzugabe im Medium (pink, oben) nachweisen. 























neuT 4 ohne neuT4dmit 2+3 neuT4dmit 0+1
 
Abbildung 36 – ErbB2-überexprimierende Zellen nach 4 Tagen. Es zeigt sich zu diesem Zeitpunkt kein 
relevanter Unterschied zwischen neuT-Zellen (gelb, N=24) und Kontrollzellen (rosé, N=49) mehr. 
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Auch zwischen den mittleren Verformungskurven der Doxycyclin-frei gewachsenen 
Zellen und der ErbB2-überexprimierenden Zellen besteht kein signifikanter Unterschied 
(Abbildung 36). Der scheinbare Unterschied der neuT-Zellen ohne Fluoreszenz (dünne 
gelbe Kurve) lässt sich wiederum am ehesten durch die geringe Anzahl der Zellen in 
dieser Untergruppe erklären. 
 
 
7.5 Vergleich MCF-7/neuT und Vektorkontrollzellen 
7.5.1 Veränderung durch Expression des neuT-Genes 
 
Betrachtet man lediglich Zellen, die mit Doxicyclin inkubiert wurden, so interessiert vor 
allem der Unterschied zwischen Vektorkontrollzellen, die lediglich den Vektor ohne das 
entscheidende neuT-Gen transfektiert bekamen und den echten neuT-Zellen, bei denen 
sich eine ErbB2-Überexprimierung einstellt. Betrachtet man Zellen, die ohne 
Doxicyclinzusätze im Medium kultiviert wurden, so zeigt sich erwartungsgemäß kein 
wesentlicher Unterschied zwischen neuT-Zellen und Vektorkontrollzellen (Abbildung 
37). 








































Kon 4 ohne neuT 4 ohne
 
Abbildung 37 – Vergleich Vektorzellen / neuT-Zellen ohne Doxicyclin. Sowohl nach einem Tag (oben) 
als auch nach 4 Tagen (unten) zeigt sich kein signifikanter qualitativer Unterschied zwischen neuT-Zellen 
(lila, rosé) und Vektorkontrollzellen (dunkelblau, hellblau), nachdem diese Zellen im Doxicyclinfreien 
Medium wuchsen. Mit zunehmender Kulturdauer werden die Zellen etwas härter, d.h. die maximale 
Verformbarkeit sinkt. 
Unter Doxicyclineinfluss und konsekutiver Induktion der ErbB2-Überexpression zeigt 
sich jedoch vor allem nach einem Tag Zellkultur ein deutlicher Unterschied der beiden 
Populationen, welcher sich mit zunehmender Kulturdauer wieder ausgleicht (Abbildung 
38). Hierbei werden nun nur die Zellen gezeigt, die den übertragenen Vektor sicher 
exprimieren und eine entsprechende Fluoreszenz aufweisen. 












































Kon4dmit 2+3 neuT4dmit 2+3
 
Abbildung 38 – Vergleich Vektorzellen / neuT-Zellen mit Dox. Es zeigt sich ein qualitativ verschiedenes 
Verhalten der neuT-Zellen (rot, gelb) 24 Stunden nach Zugabe des Doxicyclins (oben). Nach vier Tagen 
Kulturdauer (unten) erscheint dieser Effekt rückläufig. Auch hier zeigt sich die zunehmende Härte der 
Kontrollzellen (dunkelgrün, hellgrün) mit voranschreitender Kulturdauer. 
Die eindeutig aktive Antwort der neuT-Zellen nach einem Tag Doxicyclin auf den 
laserübermittelten mechanischen Impuls lässt eine ErbB2-induzierte gesteigerte 
Mechanoaktivität in diesem Zeitfenster vermuten. Zur genaueren Untersuchung dieses 
Ergebnisses bietet sich eine genauere Betrachtung des Anteils mechanoaktivierbarer 
Zellen an. Als solche werden all jene Zellen markiert, die während der Stretchphase eine 
wie auch immer geartete Kontraktion entlang der optischen Achse aufweisen (Abbildung 
39).  
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Abbildung 39 - Mechanoaktivierbarkeit. Gezeigt wird der prozentuale Anteil an Zellen, deren 
individuelle Verformungskurve Zeichen einer aktiven Gegenreaktion aufweist. Nach Doxicyclinzugabe 
zeigt sich vor allem eine signifikant höhere Mechanoaktivierbarkeit der neuT-Zellen nach 24 Stunden 
gegenüber den korrespondierenden Vektorkontrollzellen. 
Erwartungsgemäß zeigt sich auch hier ein signifikanter Unterschied zwischen ErbB2-
überexprimierenden neuT-Zellen und Vektorkontrollzellen. Durch die Induktion des 
neuT-Genes wird innerhalb der ersten 24 Stunden der Anteil mechanosensitiver Zellen 
deutlich erhöht. Auch dieser Effekt lässt allerdings mit zunehmender Kulturdauer nach, 
insbesondere nach vier Tagen zeigt sich kein wesentlicher Unterschied mehr. 
7.5.2 Veränderungen durch die Kulturdauer 
 
Betrachtet man den Verlauf der ErbB2-induzierten Veränderungen bezüglich der 
Kulturdauer, so fällt auf, dass die ausgeprägten neuT-Effekte, welche nach 24 Stunden 
Doxicyclin-Inkubation auftreten, bereits nach kurzer Zeit wieder verschwinden. Zwei 
Tage nach Beginn der Doxicyclininkubation lässt sich noch eine residuelle 
Mechanoaktivierbarkeit im Relaxationsverhalten vermuten. Nach vier Tagen Kultur zeigt 
sich kein wesentlicher Unterschied mehr zwischen Zellen, die das neuT-Gen exprimieren 






























Abbildung 40 – mittlere Verformungskurven fluoreszierender Zellen. Auffällig ist v.a. der „negative“ 
Kurvenverlauf neuT-exprimierender Zellen nach einem Tag, der für eine starke Mechanoaktivierbarkeit 
spricht (rot). 48 Stunden nach Doxicyclinzugabe zeigt sich das aktivere Verhalten der neuT-Zellen 
lediglich noch im Verlauf der Relaxationskurve (orange). Nach vier Tagen ist dieser Effekt weitesgehend 
verschwunden (gelb). Die Kontrollzellen (dunkelgrün nach einem Tag, hellgrün nach vier Tagen 
Kulturdauer) hingegen zeigen lediglich ein leichtes Absinken der Verformbarkeit im Zuge der 
voranschreitenden Kulturdauer. 
Der Verlauf der Kontrollzellen zeigt keine wesentliche Abhängigkeit von der 
Kulturdauer, allenfalls findet sich ein im Durchschnitt etwas härteres Verhalten der 
Zellen nach vier Tagen Kulturdauer (hellgrün), d.h. die optische Verformbarkeit hat 
etwas abgenommen. Dieser Effekt – zunehmende Härte bei zunehmender Kulturdauer – 
ist bereits von anderen Zelllinien bekannt [Guck 2005]. Auch für die neuT-Zellen lässt 
sich ein ähnliches Verhalten vermuten (gelbe Kurve), die entsprechende Kurve liegt zum 
Beispiel etwas unterhalb der Kurve der Zellen nach zwei Tagen (orange). Nachdem sich 
einen Tag nach Anschalten des neuT-Genes wie bereits gezeigt ein ausgesprochen 
deutlicher mechanoaktiver Effekt einstellt (rot), verläuft die entsprechende 
Verformungskurve nach zwei Tagen während der Stretchphase bereits wieder im 
Normalbereich der Kontrollzellen (orange). Lediglich während der Relaxationsphase 
findet sich noch ein qualitativer Unterschied, es findet insgesamt eine stärkere Relaxation 
statt – möglicherweise als Hinweis auf noch vorhandene aktive Eigenschaften der neuT-
Zellen. Nach vier Tagen Kulturdauer findet sich schließlich kein wesentlicher qualitativer 
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oder quantitativer Unterschied zwischen neuT- und Kontrollzellen mehr, das initial aktive 
Verhalten der neuT-Zellen erscheint komplett rückläufig. 
7.6 Zusammenfassung 
 
Insgesamt ergibt sich die Vermutung eines biphasischen Verlaufes der elastischen 
Eigenschaften ErbB2-überexprimierender Zellen, wobei ein initiales Stadium während 
der ersten 24 Stunden v.a. durch deutlich erhöhte Mechanoaktivität gekennzeichnet ist. 
Zudem kommt es zu diesem Zeitpunkt zu einer Erhöhung der Varianz der einzelnen 
Kurven. Sowohl Mechanoaktivierbarkeit als auch Varianzerhöhung sind Kennzeichen 
von Malignität. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer raschen Regredienz dieses 
Effektes. Nach zwei Tagen lässt sich nur noch eine residuelle Aktivierbarkeit im 
Relaxationsverhalten vermuten und nach vier Tagen lässt sich kein signifikanter 
Unterschied zwischen neuT- und Kontrollzellen mehr nachweisen. 
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8 Diskussion und Ausblick 
 
Patienten mit Tumoren, die Veränderungen im Bereich der ErbB-Rezeptoren aufweisen, 
weisen häufig aggressivere Krankheitsverläufe mit einer deutlich schlechteren Prognose 
auf als Vergleichsgruppen [Hynes 2005]. Entsprechend würde man erwarten, dass eine 
ErbB-Überexpression zu Veränderungen der Zelle führt, die sich mitogen, 
mobilitätssteigernd und dedifferenzierend auswirken. Demgegenüber steht jedoch die 
beobachtete Seneszenz, welche bei ErbB2-überexprimierenden Brustkrebszellen 
gefunden wird [Spangenberg 2006, Trost 2005b]. 48 Stunden nach Induktion der 
Überexpression zeigt sich ein deutlicher Wachstumsstopp [Trost 2005b]. Um die 
zugrunde liegenden Mechanismen besser zu verstehen, bieten sich zeitabhängige 
Untersuchungen bei induzierbaren ErbB2-überexprimierenden Zellen an. 
 
Auf der anderen Seite ist bekannt, dass Zellen während der Tumorentstehung ihre 
biomechanischen Eigenschaften drastisch verändern, was zum Beispiel dadurch deutlich 
wird, dass Zellen mit zunehmender Malignität weicher werden [Lekka 1999, Guck 2005, 
Cross 2007, Remmerbach 2009]. Im Optical Stretcher ist es möglich, die Elastzität 
einzelner Zellen marker- und kontaktfrei mit einer relativ hohen Durchflussrate zu 
bestimmen [Guck 2001], wodurch sich diese Methode prädestiniert, eine zeitabhängige 
Messung ErbB2-überexprimierender Zellen durchzuführen.  
 
Die vorliegende Arbeit untersuchte deshalb ErbB2-überexprimierende MCF-7/neuT48 
Zellen im Optical Stretcher mit dem Ziel, in Abhängigkeit von der Dauer der ErbB2-
Überexpression biomechanische Eigenschaften der einzelnen Zellen und der jeweiligen 
Kontrollgruppen zu untersuchen. 
 
Dabei zeigte sich eine deutliche Abweichung der transformierten Zellen von den 
Kontrollgruppen vor allem 24 Stunden nach Anschalten der ErbB2-Überexpression. Nach 
der Doxicyclin-bedingten Induktion der ErbB2-Rezeptoren wurden diese Zellen vor 
allem mechanosensitiv und –aktiv. Zusätzlich verbreiterte sich die Verteilung der 
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elastischen Eigenschaften, ein Effekt, der ebenfalls von malignen Zellen bekannt ist 
[Remmerbach 2009].  
Bei fortbestehender Überexpresssion regulierte sich dieser Effekt jedoch wieder 
zunehmend auf das bei den Kontrollzellen beobachtete Normalmaß, die Zellen zeigten 
entsprechend kaum noch aktive Antworten auf den mechanischen Reiz.  
 
8.1 Statistische Relevanz 
 
Bei insgesamt 1168 gemessenen Zellen erwiesen sich schließlich 548 Zellen als 
auswertungsrelevant, wobei strenge Anforderungen an die Qualität der verwerteten 
Zellen und Bilder gestellt wurden. Aufgrund dieser sorgfältigen Kontrolle und der hohen 
Zahl der untersuchten Zellen ist von einer hohen statistischen Relevanz auszugehen.  
Auch durch eine Wiederholung des gesamten Experimentes wurden die beobachteten  
Effekte erneut und in gleicher Ausprägung nachgewiesen. Anhand von 
Fluoreszenzmessungen konnten die Beobachtungen nochmals verifiziert und genau den 
transformierten Zellen zugeordnet werden. Damit ergibt sich eine deutliche Signifikanz 
der beobachteten Veränderungen der Biomechanik der ErbB2-überexprimierenden 
Tumorzellen sowie des biphasischen Verlaufes dieser Veränderungen. 
 
8.2 Biphasischer Verlauf der ErbB2-induzierten Zellveränderungen 
im Vergleich zu anderen Untersuchungen 
 
Die hier vorgestellten Untersuchungen zeigten einen bisher unbekannten biphasischen 
Verlauf der durch die ErbB2-Überexpression verursachten Zellveränderungen. Innerhalb 
der ersten 24 Stunden nach Beginn der Überexpression der ErbB2-Rezeptoren zeigt sich 
ein initiales aktives Stadium, das sich vor allem durch außergewöhnlich hohe 
Mechanoaktivierbarkeit der einzelnen Zellen auszeichnet. Anschließend beobachtet man 
ein Stadium der Gegenregulation, in dem die überexprimierenden Zellen ihre erhöhte 
Mechanoaktivierbarkeit wieder verlieren und schließlich nicht mehr von unveränderten 
Zellen zu unterscheiden sind. 
Martin, Mireille  Optische Verformbarkeit ErbB2-überexprimierender Brustkrebszellen 
 73
 
Aufgrund dieser Ergebnisse erfolgten neue Microarray-Untersuchungen der neuT-Zellen 
am Institut für Toxikologie. Im Gegensatz zu vorangegangenen Versuchen wurde nun 
auch ein besonderes Augenmerk auf die ersten 24 bis 48 Stunden nach Anschalten der 
ErbB2-Überexpression gelegt. Dabei fand sich ein zeitlicher Verlauf der Genexpression, 
der ebenfalls dem beobachteten zweiphasigen Muster folgte (siehe Abbildung 41) 
 
 
Abbildung 41 – Ergebnis Genexpressionsanalyse der MCF-7/neuT-Zellen in Abhängigkeit von der 
Dauer der Doxicyclin-induzierten ErbB2-Überexpression. Es zeigt sich im ersten Abschnitt eine 
Veränderung des Genexpressionsmusters in eine einheitliche Richtung, nach 24 Stunden folgt jedoch eine 
zweite Phase, in der sich die Zelle in eine andere Richtung entwickelt. Bei insgesamt drei Messungen (rot, 
rosa, blau) zeigte sich ein übereinstimmendes Bild. [Daten von Prof. Hengstler und Dr. Cadenas, mit 
freundlicher Genehmigung] 
 
Untersucht wurden hierbei MCF-7/neuT-Zellen 0, 6, 12 und 24 Stunden sowie 3 und 14 
Tage nach doxicyclininduziertem Anschalten der ErbB2-Überexpressiion. Jede der drei 
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gemessenen Zellpopulationen zeigte nach Anschalten der Überexpression eine 
Veränderung des Genexpressionsmuster in eine übereinstimmende Richtung, nach 12 bis 
24 Stunden zeigte sich jedoch jedes Mal eine deutliche Richtungsänderung und die 
Veränderung der Genexpression nahm anschließend einen vollkommen anderen Verlauf, 
wiederum jedoch übereinstimmend für die drei untersuchten Zellpopulationen. Auch hier 
lässt sich demzufolge der biphasische Verlauf der ErbB2-induzierten Zellveränderungen 
eindeutig erkennen.    
Die weitere Auswertung dieser Genearray-Daten ergab, dass während der initialen Phase 
46 Gene des Zytoskeletts temporär überexprimiert wurden [Martin 2012]. Eine genauere 
Analyse dieser Gene in den Expressionsdaten von 766 Brustkrebspatientinnen zeigte, 
dass 12 von ihnen mit einem erhöhten Metastaserisiko einhergingen [Martin 2012]. Das 
verdeutlicht die klinische Bedeutung der erhöhten Mechanoaktivierbarkeit in den ersten 
Stunden der ErbB2-Überexpression. 
8.3 Interpretation des biphasischen Musters 
 
Der beobachtete biphasische Verlauf der Veränderung der transformierten Tumorzellen 
bietet möglicherweise eine gute Erklärung für verschiedene beobachtete Effekte. 
Einerseits kommt es bei der Entstehung von Brustkrebs bereits in den frühesten Phasen 
zur Bildung von Mikrometastasen [Braun 2000] und insbesondere 
Knochenmarkmetastasen mit ErbB2-Überexpression sind mit einer schlechten klinischen 
Prognose verbunden [Braun 2001]. Obwohl im Allgemeinen davon ausgegangen wird, 
dass Metastasierung relativ spät in der Tumorgenese entsteht, konnten Hüsemann et al. 
2008 an ErbB2-überexprimierenden transgenen Mäusen zeigen, dass bereits früheste 
epitheliale Veränderungen zu disseminierten Tumorzellen und Mikrometastasen in Lunge 
und Knochenmark führten. Disseminierte Tumorzellen ließen sich direkt nach Beginn der 
genetischen Veränderungen und noch vor dem Auftreten histologischer Veränderungen 
(wie z.B. Interruption der Basalmembran) nachweisen [Hüsemann 2008]. Auch in vivo 
bei Brustkrebspatientinnen finden sich disseminierte Tumorzellen im Knochenmark Jahre 
bevor es zu einer manifesten Metastasierung kommt oder sogar noch vor der Entdeckung 
des Primärtumors [Engel 2003, Klein 2003]. 
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Auf der anderen Seite zeigen ErbB2-überexprimierende Zelllinien nicht etwa eine 
gesteigerte Proliferationsrate, sondern mit zunehmender Kulturdauer vielmehr einen 
Wachstumsstopp und den Eintritt in ein Seneszenzprogramm [Trost 2005b]. Zudem ist 
die klinische Wirksamkeit ErbB-orientierter Therapeutika oft geringer als präklinisch 
erhofft [Hynes 2005]. Dieses scheinbar widersprüchliche Verhalten ließe sich mit der hier 
vorgestellten Theorie des biphasischen Verlaufs gut in Einklang bringen. 
 
Im Bereich des Brustgewebes ist die onkogene ErbB2-Aktivierung als sehr frühes 
Ereignis bereits in präinvasiven Läsionen bekannt [DiGiovanna 2002, Menard 2004, 
Hüsemann 2008]. Zusammen mit dem in dieser Arbeit beobachteten ausgesprochen 
aktiven biomechanischen Verhalten der initial ErbB2-überexprimierenden Zellen (Phase 
I), kann man sich vorstellen, dass sich ebendiese Zellen aufgrund ihrer hohen Aktivität 
aus dem Zellverband lösen und als Mikrometastasen bzw. disseminierte Tumorzellen 
zum Beispiel ins Knochenmark gelangen. Dort angekommen treten sie in die zweite 
Phase ihrer Entwicklung ein, werden wieder inaktiv und sind mit dem beobachteten 
Eintritt in das Seneszenzprogramm weitestgehend unantastbar für klassische antitumeröse 
Therapieansätze. Hier unterscheidet sich ihre biomechanische Aktivität nicht von der 
anderer Zellen, wie etwa den hier untersuchten Kontrollzellen. Schematisch ist dieser 





















Abbildung 42 – Biphasische Entwicklung der ErbB2-überexprimierenden Zellen und Deutung. 
ErbB2-überexprimierende Zellen werden zunächst deutlich aktivierbarer (Phase I). Danach beginnt eine 
Gegenregulation und der Übergang in ein Seneszenzprogramm, die Zellen gleichen sich zunehmend den 
Kontrollzellen mit normaler ErbB2-Expression an. Dieses Verhalten könnte die Grundlage für die 
beobachtete frühe Mikrometastasierung mit anschließendem Schlafstadium (im Knochenmark) und damit 
einhergehender Therapieresistenz dieser Zellen darstellen. Durch Reaktivierung können so sehr spät noch 
Metastasen auftreten. 




Aufbauend auf diesen Erkenntnissen schließen sich nunmehr weitere Untersuchungen der 
neuT-Zellen an, vor allem in dem interessanten Bereich der ersten 48 Stunden nach 
induzierter ErbB2-Überexpression. Interessant wäre beispielsweise die Mediation der 
erhöhten biomechanischen Aktivierbarkeit. Zu diesem Zwecke könnten gezielte 
Expressionsanalysen erfolgen. Zur Verbesserung der Diagnostik und Prognosefähigkeit 
bei entsprechenden Brustkrebsarten wäre auf diesem Wege letztlich die Ausarbeitung 
eines neuen Metagenes – vergleichbar mit vorhandenen Brustkrebsmetagenen wie 
Proliferation oder aber dem Östrogenrezeptorbesatz – im Bereich des Zytoskelettes 
erstrebenswert. 
 
Eine gleichzeitige Behandlung der MCF-7/neuT-Zellen mit Herceptin (Anti-ErbB2-
Therapeutikum) und wiederum entsprechend zeitlich aufgeschlüsselten 
Elastizitätsmessungen könnte zudem Aufschluss über eine möglicherweise therapeutisch 
beeinflussbare Veränderung der mechanischen Eigenschaften der Tumorzellen vor allem 
im initialen Stadium liefern. 
 
Da der ErbB3-Rezeptor als Heterodimer in Verbindung mit dem ErbB2-Rezeptor für eine 
erhöhte Zellmotilität verantwortlich gemacht wird [Sithanandam 2008], könnten 
Untersuchungen mit Zellen, bei denen zusätzlich die Konzentration der ErbB3-
Rezeptoren verändert wird, genauere Erkenntnisse über die den beobachteten 
Verhaltensweisen zugrunde liegenden Vorgänge erbringen. Sollte bei einer gesteigerten 
ErbB2-Überexpression die erhöhte Mechanoaktivierbarkeit durch eine vermehrte Bildung 
der ErbB2/3-Hetreodimere vermittelt werden, so müsste eine zusätzliche Überexpression 
von ErbB3 diesen Effekt verstärken. 
 
Interessant wäre auch die Frage, inwiefern die ErbB2-Überexpression bei anderen 
Tumorarten einen ähnlichen Effekt bewirkt – hier könnten entsprechende 
Untersuchungen an geeigneten Zelllinien (z.B. Blasen- oder Lungengewebe) näheren 
Aufschluss bringen, da Veränderungen, insbesondere die Überexpression des ErbB2-
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Rezeptors nicht nur in Mammakarzinomen, sondern auch in der Genese diverser anderer 
Tumorentitäten eine entscheidende Rolle zu spielen scheinen (siehe Tabelle 3). In diesem 
Zusammenhang bietet der Optical Stretcher letztlich auch die Möglichkeit, nicht nur 
kultivierte Zelllinien sondern auch Zellen aus Gewebeproben primärer Tumore bzw. aus 
Metastasen zu untersuchen. 
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Trotz langjähriger Forschung und effizienten Screeningprogrammen gehört Brustkrebs 
nach wie vor zu den fünf häufigsten Todesursachen bei Frauen. Laut statistischem 
Bundesamt starben im Jahr 2015 allein in Deutschand 18 136 Frauen an Brustkrebs. Nach 
wie vor sind wesentliche Schritte der Entstehung und Progression bösartiger 
Erkrankungen nur unzureichend verstanden. Eine besondere Stellung während der 
Entwicklung maligner Tumore kommt den Rezeptoren der epidermalen 
Wachstumsfaktoren zu, allen voran dem ErbB2-Rezeptor [Yan 2015]. Veränderungen an 
diesem und/oder Überexpression dieses Rezeptors finden sich in verschiedenen 
Tumorentitäten, insbesondere auch in bis zu 30% der Mammakarzinome [Yarden 2001]. 
Dabei geht eine Überexpression des ErbB2-Rezeptors einher mit deutlich aggressiverem 
Krankheitsverlauf und schlechterem Outcome [Spangenberg 2006, Hynes 2005]. Zudem 
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treten bereits in frühen Krankheitsstadien Mikrometastasen auf [Hüsemann 2008], die 
zum Teil jahrelang (z.B. im Knochenmark) als „dormant cells“ unerkannt überleben 
können [Spangenberg 2006]. 
Auf der anderen Seite zeigen ErbB2-überexprimierende Zelllinien in vitro mit 
zunehmender Kulturdauer nicht etwa gesteigerte Mitoseraten sondern einen Übergang in 
ein Seneszenzprogramm [Trost 2005]. Dieser scheinbare Widerspruch zwischen in vivo 
und in vitro Beobachtungen  stellt eine hohe Motivation dar, den Einfluss der ErbB2-
Überexpression auf zellularer Ebene weiter zu beleuchten.  
Bisher fehlten jedoch genauere Untersuchungen, die die Veränderungen der Zellen  
zeitabhängig vom Beginn der ErbB2-Überexpression an betrachteten. In der vorliegenden 
Arbeit wurden Doxicyclin-abhängig ErbB2-überexprimierende MCF-7/neuT-Zellen in 
Bezug auf ihre biomechanischen Eigenschaften untersucht. Veränderungen des 
Zytoskelettes und damit der Biomechanik einzelner Zellen sind eng mit 
Dedifferenzierung und Kanzerogenese verbunden [Coughlin 2013]. Um die 
biomechanischen Eigenschaften der Einzelzellen zu messen, wurde ein relativ neues 
Verfahren der Biophysik verwendet, der Optical Stretcher. Dieses Verfahren übt via 
Licht Zug auf eine Zelle aus und ermöglicht die Beobachtung der Zellverformung im 
zeitlichen Verlauf. Damit kann mit hohem Zelldurchsatz pro Zeit kontaktfrei die 
Verformbarkeit der Zellen bestimmt werden [Guck 2005].  
 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich Brustkrebszellen 24 Stunden nach 
Beginn der ErbB2-Überexpression deutlich von den Kontrollzellen unterscheiden, indem 
sie sich aktiv entgegen des äußeren Zuges zusammenziehen. Dieses als 
Mechanoaktivierbarkeit bekannte Phänomen ist ein Zeichen von Malignität. 
Erstaunlicherweise zeigte sich diese Mechanoaktivierbarkeit nach zwei Tagen 
Überexpression allenfalls noch residuell, nach vier Tagen ließen sich die ErbB2-
überexprimierenden Zellen bezüglich ihrer Verformbarkeit jedoch nicht mehr von den 
Kontrollzellen ohne ErbB2-Überexpression unterscheiden. 
Dieser zweiphasige Verlauf konnte aufgrund der Erkenntnisse dieser Arbeit auch anhand 
von Genexpressionsdaten verifiziert werden [Martin 2012]. Eine mögliche Deutung 
dieser Ergebnisse wäre ein Zweiphasen-Modell der Entstehung der ErbB2-
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überexprimierenden Brusttumore und ihrer frühen Mikrometastasen: In der ersten Phase 
werden die Zellen aktiv und kontraktil und sind so in der Lage, sich aus dem Zellverband 
zu lösen und ihren Ursprungsort zu verlassen. So können sie über die Blutbahn zum 
Beispiel ins Knochenmark gelangen. Bereits nach zwei bis vier Tagen sind sie aber nicht 
mehr von unveränderten, benignen Zellen zu unterscheiden (Phase zwei) und können 
unerkannt und unerreichbar für Chemotherapeutika als „dormant cells“ viele Jahre 
überdauern.  
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